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RESUMO 

 

FREITAS, Marcela Souza e, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, fevereiro de 2024. Uso 

do plasma rico em plaquetas no tratamento da reação inflamatória uterina de jumentas 

inseminadas com sêmen asinino criopreservado. Orientadora: Yamê Fabres Robaina Sancler 

da Silva. Coorientadora: Cristina Mattos Veloso. 

 

Os asininos (Equus asinus) são animais rústicos e resistentes, muito utilizados como animais 

de carga, para atividades agropecuárias e tração. Há uma elevada demanda por estudos acerca 

desta espécie, dada sua importância social, seu uso na produção de muares e pelo déficit 

demográfico enfrentado por sua população, havendo risco de extinção de algumas raças em 

nível mundial. Visando a conservação genética de espécies em risco de extinção e o 

melhoramento genético de animais de produção, a criopreservação seminal tem sido aplicada 

extensivamente em programas de reprodução assistida. No entanto, o uso do sêmen congelado 

de machos asininos consiste em um entrave à conservação e melhoramento desta espécie, pois 

apesar de apresentar alta qualidade após o descongelamento e resultados satisfatórios de 

fertilidade em éguas, o uso desta biotécnica produz índices insatisfatórios em jumentas. Tais 

resultados podem estar relacionados com a interação entre o sêmen e o ambiente uterino, 

apresentando diferenças na resposta imunológica uterina entre as duas espécies. Desta forma, é 

importante a compreensão dos mecanismos do processo inflamatório uterino das jumentas e a 

avaliação de tratamentos pré e pós inseminação artificial, que podem modular esse processo, 

com o intuito de alcançar melhores taxas reprodutivas nessas fêmeas. O estudo 1 tem como 

objetivo comparar sete protocolos manuais para a preparação do plasma rico em plaquetas 

(PRP) na espécie asinina. O estudo 2 tem como objetivo avaliar o efeito do tratamento local do 

PRP na reação inflamatória uterina e fertilidade de fêmeas asininas inseminadas com sêmen 

criopreservado de asininos. 

Palavras-chave: Endometrite; Fertilidade; Sêmen congelado; PRP.  

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

FREITAS, Marcela Souza e, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, February, 2024. Use of 

platelet-rich plasma in the treatment of uterine inflammatory response of jennies 

inseminated with frozen donkey semen. Adviser: Yamê Fabres Robaina Sancler da Silva. Co-

adviser: Cristina Mattos Veloso. 

 

Donkeys (Equus asinus) are rustic and resistant animals, widely used as pack animals, for 

agricultural activities and traction. There is a high demand for studies on this species, given its 

social importance, its use in the production of hybrids and the demographic deficit faced by its 

population with some breeds at risk of extinction worldwide. Aiming at the genetic conservation 

of endangered species and the genetic improvement of production animals, seminal 

cryopreservation has been extensively applied in assisted reproduction programs. However, the 

use of frozen semen from donkeys is an obstacle to the conservation and improvement of this 

species, because despite presenting high quality after thawing and satisfactory fertility results 

in mares, the use of this biotechnique produces unsatisfactory rates in jennies. These results 

may be related to the interaction between semen and the uterine environment, showing 

differences in the uterine immune response between the two species. Therefore, understanding 

the mechanisms of the uterine inflammatory processes in jennies and to evaluate treatments 

before and after artificial insemination that can modulate this process are important to achieve 

better reproductive rates in these females. Study 1 aims to compare seven manual protocols for 

the preparation of platelet-rich plasma (PRP) in the donkey species. Study 2 aims to evaluate 

the effect of local PRP treatment of uterine inflammatory response and fertility of jennies 

inseminated with frozen donkey semen. 

Key-words: Endometritis; Asinus; Fertility; Frozen semen; PRP. 
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INTRODUÇÃO 

 

Os equídeos, animais da família Equidae, compreendem a espécie Equus caballus 

(cavalo doméstico), a espécie Equus asinus (jumento doméstico) e os muares, que são animais 

híbridos provenientes do cruzamento entre ambas as espécies. Os asininos são animais rústicos 

e resistentes, muito utilizados para atividades agropecuárias, transporte de cargas e tração. Além 

disso, são utilizados para a produção de animais híbridos (muares), mercado em ascensão e 

cada vez mais valorizado no Brasil (BURDEN & THIEMANN, 2015; CINTRA, 2011). No 

entanto, como consequência do abate indiscriminado, devido a importância econômica do couro 

e subprodutos e aumento da mecanização do setor agrícola, observa-se nos últimos anos um 

declínio no número de animais no mundo, causando perda de variabilidade genética e risco de 

extinção (CARNEIRO et al., 2018).  

A criopreservação do sêmen, que possui como objetivo a preservação do material 

genético por tempo indeterminado através da estagnação do metabolismo das células 

espermáticas (HAFEZ et al., 2004; MOREL, 2008; SANCHEZ et al., 2009; BRINSKO et al., 

2011), se trata de uma importante biotecnologia para manutenção de um banco genético de 

espécies ameaçadas. Apesar desta biotecnologia frequentemente apresentar alta qualidade após 

o descongelamento na espécie asinina, a inseminação artificial (IA) utilizando este sêmen em 

jumentas produz baixas taxas de fertilidade (0 a 28%) (TRIMECHE et al., 1998; OLIVEIRA et 

al., 2006; VIDAMENT et al., 2009; ROTA et al, 2012; DIAZ-JIMENEZ et al., 2021; COSTA 

et al., 2023). No entanto, quando o sêmen asinino criopreservado é utilizado para IA em éguas, 

índices satisfatórios são observados (36 a 54,55%) (OLIVEIRA et al., 2006; VIDAMENT et 

al., 2009; CANISSO et al., 2011; COSTA et al., 2023).  

Por si só, o uso do sêmen congelado produz uma reposta inflamatória mais intensa 

quando comparado ao fresco ou refrigerado. Porém, foi demonstrado que as fêmeas asininas 

apresentam uma reação inflamatória pós IA com sêmen congelado mais intensa do que a espécie 

equina (COSTA et al., 2023), tais resultados podem estar relacionados com a interação do 

sêmen criopreservado com o ambiente uterino, apresentando diferenças na resposta 

imunológica uterina entre as duas espécies (WILDT et al., 1995; VENDRAMINI et al., 1998; 

VIDAMENT et al., 2009; TABERNER et al., 2008; RENNER-MARTIN et al., 2009; 

CAMILLO et al., 2010; CANISSO et al., 2019).  

Este mecanismo inflamatório ocorre de forma fisiológica após cobertura ou 

inseminação artificial com o objetivo de eliminar espermatozoides restantes, microrganismos e 

outros produtos, como debris celulares e plasma seminal introduzidos no útero para deixar o 
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ambiente uterino adequado para receber o embrião (TROEDSSON et al., 1999; LE BLANC et 

al, 2009). Porém, quando a inflamação se torna persistente, conhecida como endometrite 

persistente pós cobertura (EPPC), a fertilidade pode ser afetada devido ao ambiente uterino 

embriotóxico e à luteólise prematura, em virtude do aumento da produção prostaglandinas 

(NEELY et al., 1979; WATSON, 2000a; TROEDSSON et al., 2001; KATILA, 2012).  

Desta forma, tem-se a importância de explorar não só os efeitos do processo de 

criopreservação e os seus componentes, como também as interações entre o sêmen e o trato 

reprodutor feminino para viabilizar o uso do sêmen descongelado na espécie asinina. O 

tratamento tradicional utilizado na prática equina para endometrite faz o uso da combinação de 

diversas terapias, como lavagem uterina, agentes ecbólicos, anti-inflamatórios e antibióticos, 

caso necessário.  Por não atuar diretamente no processo inflamatório e apenas minimizar os 

fatores relacionados à sua instalação, as terapias tradicionais são consideradas de suporte 

(LEBLANC et al., 2010; CANISSO et al., 2016). Tratamentos alternativos também estão sendo 

desenvolvidos, como por exemplo acupuntura, terapia com ozônio, plasma rico em plaquetas 

(PRP), que podem ser associados ou não às terapias tradicionais (SCHOFIEL, 2008; 

SCOGGIN, 2016; SWIFT et al., 2020; ALMEIDA et al., 2021; SEGABINAZZI et al., 2021).  

Na medicina veterinária, o PRP tem sido amplamente utilizado no auxílio ao tratamento 

de lesões musculoesqueléticas (CARMONA et al., 2007; ARGÜELLES et al., 2008; KIM et 

al., 2009; MAIA, 2009; BOSCH et al., 2011; SILVA et al., 2013; PEREIRA et al., 2019; 

MONTANO et al., 2021). Além disso, alguns estudos demonstraram efeito benéfico desta 

terapia na redução da reação inflamatória pós cobertura em éguas (METCALF, 2014; 

REGHINI et al., 2016; SEGABINAZZI et al, 2017; SEGABINAZZI et al, 2021; ANDINO et 

al., 2023) e aumento das taxas de fertilidade dessas fêmeas (METCALF, 2014; SEGABINAZZI 

et al., 2017). Em jumentas, FARGHALI et al. (2022) relataram que infusões intrauterinas de 

PRP na fase de diestro em jumentas com endometrite aguda bacteriana restauraram a aparência 

normal do endométrio e reduziram o processo inflamatório nestas fêmeas. Apesar desse 

resultado positivo, o efeito do PRP não foi ainda demonstrado em endometrite persistente pós 

cobertura em jumentas inseminadas com sêmen asinino criopreservado. 

 

REVISÃO DE LITERATURA 

 

1. Uso do sêmen congelado 

A criopreservação de sêmen é uma biotecnologia reprodutiva utilizada em diversas 

espécies com o objetivo de preservação do material genético por tempo indeterminado através 
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da estagnação do metabolismo das células espermáticas. Desta forma, permite otimizar a 

utilização de machos reprodutores, minimizar a propagação de doenças, eliminar barreiras 

geográficas, facilitando o comércio entre propriedades distantes e o aumento da variabilidade 

genética (LOOMIS, 2001; SANCHEZ et al., 2009; BRINSKO et al., 2011). Além disso, esta 

biotecnologia auxilia na conservação de espécies ou raças ameaçadas de extinção, como é o 

caso de algumas raças asininas (FOLCH & JORDANA., 1997; KUGLER et al., 2008; 

CARNEIRO et al., 2018).  

O uso do sêmen congelado de machos asininos consiste em um entrave à conservação 

desta espécie, pois apesar de apresentar alta qualidade após o descongelamento (FLORES et 

al., 2008; ROTA et al., 2012; ORTIZ et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2016) e resultados 

satisfatórios de fertilidade em éguas, o emprego desta biotécnica em jumentas produz índices 

insatisfatórios de fertilidade. Foram relatadas taxas de fertilidade em éguas inseminadas com 

sêmen asinino criopreservado variando de 36% a 54,55% (OLIVEIRA et al., 2006; 

VIDAMENT et al., 2009; CANISSO et al., 2011; COSTA et al., 2023). Enquanto em jumentas, 

as taxas relatadas foram de 0% a 28% em jumentas (TRIMECHE et al., 1998; OLIVEIRA et 

al., 2006; VIDAMENT et al., 2009; DIAZ-JIMENEZ et al., 2021; COSTA et al., 2023). Alguns 

estudos conseguiram taxas um pouco mais elevadas (até 36%) ao utilizarem mais de uma 

inseminação artificial ou associando a IA a algum tratamento (ROTA et al, 2012; OLIVEIRA 

et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2016). O maior resultado foi alcançado por ROTA et al. (2012), 

apresentando 61,5% de taxa de fertilidade em jumentas inseminadas com sêmen criopreservado 

em INRA-96, contendo glicerol como crioprotetor, e realizando a rediluição no pós-

descongelamento com plasma seminal seguida de lavagem uterina pós IA. Além disso, foram 

utilizadas até duas IA por ciclo. Nesse contexto, investigações quanto as particularidades da 

interação entre o sêmen asinino congelado e o ambiente uterino das fêmeas asininas são 

necessárias, além de mais estudos quanto aos métodos de processamento empregados no 

congelamento e na inseminação artificial desse sêmen. 

Durante o processo de criopreservação, o plasma seminal é retirado e o é sêmen 

submetido a baixas temperaturas, visando reduzir o metabolismo espermático, prolongando sua 

sobrevida. No entanto, este processo pode causar danos criogênicos às células espermáticas, 

diminuindo sua qualidade pós descongelamento e longevidade no trato reprodutor feminino 

(WATSON et al., 1995; WATSON, 2000b). Diante disso, diluentes e crioprotetores são 

utilizados para proteção química e física dos espermatozoides (NASH, 1996; ARRUDA, 2000; 

PAPA et al., 2008; GRAHAM, 2011) e o manejo das fêmeas se torna mais intenso para garantir 

que a inseminação ocorra próximo ao momento da ovulação (LOOMIS, 2001). Todavia, como 
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estas técnicas foram originalmente desenvolvidas para a espécie equina, a transferência e o uso 

em outras espécies, como a asinina, sem levar em consideração diferenças fisiológicas e 

anatômicas podem afetar os resultados, ainda que as espécies apresentem muitas semelhanças 

(WILDT et al., 1995; VENDRAMINI et al., 1998; VIDAMENT et al., 2009; TABERNER et 

al., 2008; RENNER-MARTIN et al., 2009; CAMILLO et al., 2010; CANISSO et al., 2019). 

Em relação ao fator sêmen, a resposta inflamatória uterina após reprodução é observada 

de forma mais exacerbada ao utilizar sêmen criopreservado em comparação ao fresco ou 

refrigerado, podendo estar associada não só à presença das células espermáticas, mas também 

à remoção do plasma seminal, aos componentes dos diluentes, como os crioprotetores, e à 

quantidade de espermatozoides inseminados (KOTILAINEN et al., 1994; WATSON, 2000b; 

TROEDSSON et al., 2001; FIALA et al., 2007; KATILA, 2012; CAZALES et al., 2018). 

Pesquisadores sugeriram algumas hipóteses de que os diluentes, apesar de fundamentais 

durante a criopreservação, podem apresentar maior toxicidade à espécie asinina do que equina. 

Os diluentes e seus componentes podem afetar tanto as células espermáticas e a qualidade do 

sêmen, quanto o trato reprodutor feminino, induzindo uma reação inflamatória uterina intensa, 

podendo exercer efeito negativo na fertilidade (TRIMECHE et al., 1998; VIDAMENT et al., 

2009). 

Alguns estudos demonstraram o efeito negativo do glicerol sobre a taxa de fertilidade 

em éguas (PACE & SULLIVAN, 1975; PICKETT et al., 1975; PALMER, 1984; BEDFORD 

et al., 1995). Em 1998, TRIMECHE et al. observaram que as gestações em jumentas foram 

obtidas apenas quando o glicerol foi removido após o descongelamento, antes da IA. A partir 

da mesma hipótese, VIDAMENT et al. (2009) avaliaram o efeito dos crioprotetores nas taxas 

de prenhez em fêmeas equídeas e constataram que a adição de glicerol ao sêmen pode danificar 

as células espermáticas e, consequentemente, apresentar efeito deletério sobre a motilidade e a 

taxa de fertilidade e que esta toxicidade ocorre em concentrações mais baixas para 

espermatozoides asininos do que equinos. No mesmo estudo, foi relatado também que a adição 

de 2,2% de glicerol ao sêmen resfriado de jumentos diminuiu de 63% para 0% a taxa de prenhez 

em jumentas. 

Outros crioprotetores foram testados (dimetilsulfóxido, dimetilformamida, 

dimetilacetamida e etilenoglicol), mas as taxas de prenhez obtidas em jumentas não foram mais 

satisfatórias ao utilizar o sêmen criopreservado, colocando em xeque a teoria de que o glicerol 

seria o responsável pelo baixo sucesso desta biotécnica (OLIVEIRA et al., 2006; VIDAMENT 

et al., 2009; ROTA et al., 2012). OLIVEIRA et al. (2006) compararam diferentes crioprotetores 

e combinações, mas apesar da boa motilidade espermática e de taxa de concepção satisfatória 
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em éguas (40%), a IA pré e pós-ovulação não resultaram em prenhez positiva em jumentas em 

todos os diluentes testados (2% dimetilsulfóxido + 2% dimetilformamida; 3% 

dimetilformamida; 2% dimetilacetamida + 2% glicerol; 3% dimetilacetamida; 3% glicerol + 

2% dimetilformamida; 3% dimetilsulfóxido + 2% glicerol). Da mesma forma, VIDAMENT et 

al. (2009) na tentativa de melhorar a fertilidade de jumentas inseminadas com sêmen congelado, 

testaram a utilização de 2,1% de glicerol ou 2,2% de dimetilformamida no congelamento e 

demonstram que ambos os crioprotetores resultaram em baixas taxas de prenhez (0% e 10%, 

respectivamente) e que apresentam resultados similares. Comparando glicerol e etilenoglicol, 

ROTA et al. (2012) não encontraram diferenças na motilidade espermática pós-

descongelamento e nas taxas de fertilidade usando concentração molar semelhante das duas 

moléculas (2,2% glicerol ou 1,4% etilenoglicol). No entanto, quando foram utilizados na 

mesma concentração (5%), a motilidade foi significativamente menor com etilenoglicol.  

A remoção do plasma seminal (PS) também pode contribuir para aumento da inflamação 

uterina por conter substâncias que modulam a inflamação, alterando a quimiotaxia e a adesão 

às células espermáticas. Apesar disso, a adição de plasma seminal ao sêmen tem resultados 

contraditórios. Em éguas, foi relatado por ALGHAMDI et al. (2005) que a adição de plasma 

seminal ao sêmen descongelado melhorou a fertilidade, mas nenhum efeito significativo foi 

observado por PANZANI et al. (2009). Estudos também descreveram aumento de células 

inflamatórias no útero após IA com a presença de plasma seminal (FIALA et al., 2002; 

PORTUS et al., 2005; PALM et al., 2008). Desta forma, sugeriu-se então que o PS sendo pró-

inflamatório logo após a IA, exerce efeito diminuindo a intensidade e encurtando o período 

inflamatório em éguas (KATILA, 2012). 

Um estudo envolvendo a adição de plasma seminal ao sêmen asinino descongelado 

identificou aumento na proporção de PMNs no endométrio e não encontrou diferença 

significativa na taxa de fertilidade de jumentas, porém observou tendência de melhoria desta 

taxa (ROTA et al., 2012). Apesar de VILÉS et al. (2013b) também relatarem grande número de 

PMNs no endométrio de jumentas após IA com sêmen congelado, não foi observada diferença 

significativa quanto à adição ou não de plasma seminal. 

A biotecnologia de criopreservação do sêmen tem sido cada vez mais utilizada, 

estimulando as pesquisas e aprimoramento acerca do assunto em diversas espécies. Porém, 

ainda há a necessidade de mais estudos relacionados ao tema para os asininos com o intuito de 

viabilizar o uso do sêmen descongelado nesta espécie. Como demonstrado em outros trabalhos, 

fica claro que as taxas reprodutivas das jumentas de após IA com sêmen congelado de jumento 

são menores do que em éguas. Por isso, tem-se a importância de explorar não só os efeitos do 
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processo de criopreservação e os seus componentes, como também as interações entre o sêmen 

e o trato reprodutor feminino. 

2. Endometrite persistente pós-cobertura (EPPC) 

A endometrite, definida como inflamação do endométrio uterino, é a maior causa da 

redução da fertilidade em éguas, dentre as patologias do aparelho reprodutor (TROEDSSON, 

1999; CANISSO, et al., 2020) e pode ser classificada como aguda ou crônica, infecciosa ou não 

infecciosa. A endometrite pós cobertura ou pós inseminação artificial é um mecanismo não 

infeccioso, fisiológico, agudo e transitório, importante para eliminação dos espermatozoides 

restantes, microrganismos e outros produtos, como debris celulares e plasma seminal 

introduzidos no útero, com o intuito de prepará-lo para receber o embrião (TROEDSSON et al., 

1999; LE BLANC et al, 2009).  

Os espermatozoides, demais componentes seminais e possíveis patógenos provenientes 

da IA ou cópula são reconhecidos pelo sistema imune como invasores, resultando em um 

processo inflamatório local. Apesar de existirem barreiras físicas ao longo do sistema 

reprodutor feminino contra a entrada de contaminantes, como a vulva e a cérvix 

(MALSCHITZKY et al., 2007) ao realizar a IA ou monta natural, tais barreiras são rompidas 

com a deposição intrauterina do sêmen. O processo inflamatório em questão acontece por meio 

da rápida resposta antigênica no trato reprodutor feminino, sendo necessária a coordenação 

eficaz entre a via mecânica e a resposta imune inata para sua resolução (MORRIS et al., 2020). 

Assim, condições histológicas, anatômicas e fisiológicas que resultam em alteração na 

depuração mecânica e resposta imune prejudicada podem facilitar a persistência da endometrite, 

mediante acúmulo de PMNs e líquido intrauterino (TROEDSSON et al., 1999; 

MAISCHBERGER et al., 2008; LE BLANC & CAUSEY, 2009; WOODWARD et al., 2012; 

WOODWARD et al., 2013; MORRIS et al., 2020).   

A imunidade inata (natural) atua na primeira linha de defesa do organismo ao oferecer 

resposta imediata, inespecífica, limitada de estímulos e sem capacidade de produção de 

memória imunológica. O processo inflamatório desencadeado gera liberação de 

prostaglandinas e citocinas para ativação do endotélio vascular e recrutamento das células do 

sistema imune, ativação do sistema complemento e da imunidade adaptativa, além de atuar 

como barreira física aos organismos e partículas invasoras (COLLINS et al., 1999; 

TROEDSSON et al., 2001; EISENBACH, 2003; KAPLANSKI et al., 2003; KATILA, 2012; 

CANISSO et al., 2020). 
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Assim os invasores são reconhecidos e o sistema complemento é ativado 

(TROEDSSON et al., 2001; TURNER et al., 2012; CANISSO et al., 2020), através dos PAMPs 

(padrões moleculares associados a patógenos), pelos receptores de reconhecimento de padrões 

(PRRs) das células endometriais e das células sentinelas, sendo os receptores do tipo Toll-like 

(TRLs) os que apresentam a família mais significativa. A ligação do PAMP ao receptor TRL 

gera uma cascata de sinalização, em que genes para ativação de prostaglandinas e citocinas pró-

inflamatórias, principalmente interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose 

tumoral-α (TNF-α) são ativados (TAKEDA & AKIRA, 2004; TIZARD, 2018). Tais 

mediadores levam a ativação do endotélio vascular, constrição das arteríolas e dilatação das 

vênulas no local afetado, aumento do fluxo sanguíneo e da permeabilidade vascular e o 

extravasamento de exsudato para o interstício, causando edema local (COLLINS et al., 1999). 

As alterações vasculares permitem a adesão de leucócitos ao endotélio e migração devido ao 

gradiente quimiotático para o local inflamado, iniciando as respostas inflamatórias para 

eliminação do antígeno (DORÉ & SIROIS, 1996; KAPLANSKI et al., 2003; TIZARD, 2018). 

O início da quimiotaxia ocorre rapidamente após a IA e sua duração deve ser relativamente 

curta para garantir retorno do endométrio ao estado normal antes de receber o embrião 

(KATILA, 2012).  

Os granulócitos (neutrófilos, eosinófilos e basófilos) são caracterizados pela presença 

de grânulos no citoplasma que contêm uma variedade de proteínas pré-formadas, como 

citocinas, fatores de crescimentos e proteínas principais básicas, importantes para o 

desempenho de funções imunológicas e que podem ser secretados após ativação. Assim, 

componentes dos grânulos possuem capacidade citotóxica que atuam na destruição de 

microrganismos e, no caso de eosinófilos e basófilos, causam reações de hipersensibilidade 

(ROTHENBERG e HOGAN, 2006; MELO e WELLER et al., 2010; GEERING et al., 2013), 

porém em excesso podem contribuir para danos teciduais (RAMIREZ et al., 2018; LEHMAN 

& SEGAL, 2020; WESCHLER et al., 2021). A liberação destes componentes pode ocorrer 

através da exocitose clássica, em que os grânulos individuais se fundem com a membrana 

plasmática e descarregam sua carga; por meio da exocitose composta, em que vários grânulos 

se fundem e depois se fundem com a membrana plasmática; pela degranulação fragmentada, 

constituída de pequenos componentes dos grânulos que se soltam e se fundem com a membrana 

plasmática; ou, ainda, por citólise celular (SPENCER et al., 2014). As células mononucleares, 

monócitos e linfócitos, também têm várias funções efetoras imunológicas, incluindo o 

reconhecimento de patógenos, com subsequente secreção de citocinas pró-inflamatórias, 

apresentação de antígenos, contribuem para a remodelação tecidual e cicatrização de feridas, e 
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também podem contribuir para a resolução da inflamação via citocinas anti-inflamatórias 

(GUILLIAMS et al., 2018).  

Os neutrófilos são as primeiras e mais numerosas células observadas, responsáveis pela 

fagocitose do antígeno no local inflamado e liberação de mediadores pró-inflamatórios, 

induzindo ainda mais a inflamação (KOLACZKOWSKA & KUBES, 2013; ROSALES, 2018; 

TIZARD, 2018). KATILA (1995) relatou o aparecimento de neutrófilos a partir de 30 minutos 

após inseminação artificial com sêmen fresco em éguas. Os níveis mais altos foram observados 

entre 6 a 12 horas (pico inflamatório) e o retorno às condições normais em até 48 horas 

(KATILA, 1995; KATILA, 1996; MAISCHBERGER et al., 2008; KATILA, 2012; COSTA et 

al., 2022). Ao nível de endométrio, os eosinófilos em jumentas podem ser comumente 

encontrados durante o estro e em maior proporção durante o processo inflamatório após a 

inseminação (SOKKAR et al., 2001; MIRÓ et al., 2018; COSTA et al., 2023). Apesar do papel 

destas células ainda não estar elucidado nesta espécie, em éguas a presença de eosinófilos no 

útero está associada a reações anafiláticas, pneumovagina e infecção fúngica (SLUSHER et al., 

1992; SNIDER et al., 2011; VILES et al., 2013a), sendo esta uma diferenciação entre as 

espécies.  

O desenvolvimento, bem como a sobrevivência e a persistência dos leucócitos nos 

tecidos e sangue são mediados por fatores de transcrição, citocinas promotoras de crescimento 

e mediadores inibidores de crescimento. As interleucinas IL-5 e IL-3 e o fator estimulador de 

colônias de granulócitos e macrófagos (GM-CSF) são os regulares de crescimentos de 

eosinófilos mais conhecidos (HOGAN et al., 2008; VALENT et al., 2012; ESNAULT & 

KELLY, 2016). Outras citocinas, como IL-13, fator de crescimento derivado de plaquetas 

(PDGF) ou fator de crescimento neural (NGF), também podem contribuir para a diferenciação 

e maturação de eosinófilos (BACH et al., 1992; HORIE et al., 1997; NOGA et al., 2002). A IL-

33 também tem sido estudada por ser um regulador crítico de uma série de processos, incluindo 

inflamação, vascularização e fibrose e um potente ativador de eosinófilos em termos de 

desencadear a degranulação e a liberação de superóxido de eosinófilos humanos, segundo 

CHERRY et al. (2008). Em jumentas, MIRÓ et al. (2020) avaliaram a expressão de IL-33 em 

amostras de biópsias uterinas e sugeriram que esta citocina pode mediar a infiltração eosinófilos 

após IA e observaram uma relação direta entre a infiltração de eosinófilos nos tecidos e a 

expressão desta citocina. Assim, pesquisas envolvendo o papel de citocinas podem fornecer 

novos alvos terapêuticos para controle da inflamação uterina em jumentas. 

Como resultado do processo inflamatório do útero, ocorrem contrações miometriais, 

como consequência da secreção da prostaglandina F2α, para promover a limpeza uterina através 
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da via mecânica, enquanto o sistema linfático atua promovendo retorno dos fluidos dos espaços 

intersticiais para o sangue, retirando os componentes nocivos (TROEDSSON, 1999; 

HURTGEN, 2006; LE BLANC et al., 2009; CANISSO et al., 2020). O controle do processo 

inflamatório depende do equilíbrio entre os mediadores pró e anti-inflamatórios. Assim, 

citocinas com atuação anti-inflamatória atuam proporcionando inibição da produção e 

competição por receptores de mediadores pró-inflamatórios ou morte celular (OPAL et al., 

2000).  

As fêmeas podem ser classificadas como suscetíveis ou resistentes à EPPC, conforme 

sua capacidade de resolução da inflamação em 48 horas após a cobertura ou IA (LEBLANC et 

al., 1994; TROEDSSON et al., 1994; KATILA, 1995). Quando a endometrite se torna 

persistente, a fertilidade pode ser afetada, devido à incompatibilidade do ambiente uterino 

(neutrofilia persistente, acúmulo de líquido intrauterino e produção de citocinas inflamatórias) 

para manutenção da gestação e devido à luteólise prematura, em virtude do aumento da 

produção prostaglandinas induzido pela inflamação (NEELY et al., 1979; WATSON, 2000a; 

TROEDSSON et al., 2001; KATILA, 2012). Alguns estudos demonstraram que éguas 

suscetíveis apresentavam níveis basais de citocinas pró-inflamatórias mais elevados que éguas 

resistentes, sugerindo um equilíbrio inadequado entre moléculas pró e anti-inflamatórias. 

Enquanto as citocinas pró-inflamatórias diminuíram para níveis basais em 6 horas após IA 

devido a um aumento de citocinas anti-inflamatórias em éguas resistentes, estes níveis 

permaneceram elevados até 24 horas, relacionado a produção defeituosa de citocinas anti-

inflamatórias, em éguas suscetíveis (KATILA, 1995; FUMUSO et al., 2003; FUMUSO et al., 

2006; FUMUSO et al., 2007; WOODWARD et al., 2013; CHRISTOFFERSEN et al., 

2017). Além disso, fêmeas suscetíveis podem apresentar dificuldade na limpeza física uterina 

e drenagem insuficiente devido a alteração no padrão da atividade contrátil da musculatura lisa 

do útero (TROEDSSON & LIU, 1991; LE BLANC et al., 1994; RIGBY et al., 2001; 

FIORATTI, 2010).  

A menor fertilidade observada em jumentas ao serem inseminadas com sêmen asinino 

criopreservado pode estar relacionada a uma exacerbação da resposta inflamatória aguda após 

a IA, como observado em éguas com EPPC (CHAPERO et al., 2023). COSTA et al. (2023) 

demonstraram que a resposta inflamatória uterina apresenta maior porcentagem de células 

inflamatórias com resolução mais tardia após IA com sêmen asinino criopreservado, em 

comparação a éguas inseminadas com o mesmo sêmen. Vale ressaltar também que a espécie 

asinina apresenta peculiaridades anatômicas e fisiológicas que a diferem da espécie equina, 

como maior inclinação do vestíbulo vaginal, vulva abaixo do assoalho pélvico, cérvix 
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relativamente mais longa e tortuosa e menor drenagem uterina, que podem facilitar a 

persistência da endometrite (VENDRAMINI et al., 1998; SOKKAR et al., 2001; RENNER-

MARTIN et al., 2009; CANISSO et al., 2019). No entanto, ainda são escassos os estudos sobre 

endometrite pós cobertura em jumentas e sua relação com os índices de fertilidade 

insatisfatórios. 

Quanto ao diagnóstico desta condição, a presença de líquido intrauterino (LIU) no estro 

e sua permanência por mais de 24 horas após IA, é um preditor de suscetibilidade à endometrite 

em éguas (WATSON, 2000a; BARBACINI et al., 2003; BRINSKO et al., 2003), podendo ser 

avaliado por ultrassonografia modo B. A ultrassonografia modo Doppler também pode ser 

valiosa por fornecer informações sobre os aspectos hemodinâmicos dos vasos e a arquitetura 

vascular de diversos órgãos (BOLLWEIN et al., 1998; GITHER, 2004; CARVALHO et al., 

2008). PEREIRA et al. (2014) observaram que a US Modo Doppler foi capaz de confirmar a 

presença da inflamação aguda pela observação do aumento de vascularização uterina, sendo 

útil para o diagnóstico complementar da endometrite bacteriana em éguas.  

Um grande número de PMNs no útero inseminado também fornece importante 

indicador de endometrite aguda. Para isso, o exame de esfregaço citológico endometrial é 

frequentemente utilizado para um diagnóstico mais rápido e fácil, principalmente em condições 

a campo, obtendo-se o tipo e a proporção das células inflamatórias em relação às células 

endometriais (BROOK et al., 1993; KATILA, 2016; COCCHIA et al., 2012; QUARTUCCIO 

et al., 2020). As amostras de citologia endometrial podem ser obtidas através de um swab, 

escova citológica ou lavado uterino de baixo volume, mas as lâminas adquiridas com escova 

citológica apresentam mais células quando comparadas às realizadas com swab contendo ponta 

de algodão (CANISSO et al., 2020). No entanto, apenas um pequeno segmento do útero é 

amostrado e, portanto, infecções focais podem passar despercebida. Assim, uma avaliação 

histológica a partir da biópsia uterina oferece um diagnóstico mais confiável, indicando 

presença de inflamação aguda e crônica e fibrose endometrial (KENEY & DOIG, 1986; 

SCHLAFER, 2007; SNIDER et al., 2011; KATILA, 2016). 

 

3. Terapias para Endometrite persistente pós-cobertura (EPPC) 

Quando o embrião chega ao útero, por volta do 5º ao 6 º dia após a fertilização, este 

deve encontrar um ambiente propício para o seu desenvolvimento (PRESTES & LADIM-

ALVARENGA, 2017). Portanto, diferentes tratamentos têm sido estudados visando controlar 

a resposta inflamatória uterina nas primeiras 96 horas, para aumentar as chances de 
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sobrevivência do embrião (KATILA, 2001; HURTGEN, 2006; LEBLANC et al., 2010). Tais 

tratamentos buscam modular ou mesmo suprimir a resposta imune, como forma de reduzir a 

inflamação uterina pós-inseminação/cobertura. O tratamento tradicional faz o uso da 

combinação de diversas terapias, como lavagem uterina, agentes ecbólicos, anti-inflamatórios 

e antibióticos, caso necessário.  Por não atuar diretamente no processo inflamatório e apenas 

minimizar os fatores relacionados à sua instalação, as terapias tradicionais são consideradas de 

suporte (LEBLANC et al., 2010; CANISSO et al., 2016). Outros tratamentos alternativos 

também estão sendo desenvolvidos, como por exemplo acupuntura, terapia com ozônio e 

plasma rico em plaquetas, podendo estar associados ou não às terapias tradicionais 

(SCHOFIEL, 2008; SCOGGIN, 2016; SWIFT et al., 2020; ALMEIDA et al., 2021; 

SEGABINAZZI et al., 2021). Uma grande variedade de protocolos de tratamento tem sido 

utilizada atualmente, visando principalmente controlar a EPPC em éguas suscetíveis, mas 

nenhum tratamento único foi amplamente aceito como eficaz (BUCCA et al., 2008). 

A limpeza física do endométrio pode ser realizada através da lavagem uterina e da 

administração de agentes ecbólicos, que promovem contratilidade miometrial e drenagem 

linfática como estratégia para prevenir a EPPC (ALLEN, 1991; LEBLANC et al., 1994; 

COMBS et al., 1996; RASCH et al., 1996). Após a cobertura ou IA, uma concentração mínima 

adequada de espermatozoides consegue alcançar a tuba uterina em até 4 horas (FIALA et al., 

2007). Assim, terapias intrauterinas têm sido utilizadas logo após esse período de tempo, com 

o intuito de remover mecanicamente detritos inflamatórios e/ou microrganismos, sem afetar o 

transporte espermático. 

O uso de anti-inflamatórios é amplamente utilizado na reprodução equina e ainda são 

objeto de diversos estudos na tentativa de modular a resposta inflamatória pós-reprodução em 

éguas e jumentas. A modulação iatrogênica com tratamento com glicocorticoides ou anti-

inflamatórios não esteroidais (AINEs) pode ser indicada em fêmeas suscetíveis para prevenir 

inflamação excessiva. Os glicocorticoides alteram a expressão de genes envolvidos no sistema 

complemento, citocinas, TNF, fator de crescimento transformador (TGF) e complexo principal 

de histocompatibilidade (MHC) (WOLF et al., 2012), o que reduz a inflamação e explica a 

melhoria da fertilidade observada após o tratamento com glicocorticoides, como dexametasona 

(BUCCA et al., 2008) ou prednisolona (DELL'AQUA et al., 2006) em éguas suscetíveis. Em 

contrapartida, VANDAELE et al. (2010) observaram que o tratamento com dexametasona em 

dose única após a inseminação não afetou as taxas de prenhez em éguas. Além disso, enquanto 

alguns estudos relataram redução do líquido intrauterino (BUCCA et al., 2008; STOUT et al., 

2012), outros estudos não observaram melhora deste parâmetro (FIORATTI et al., 2010). Em 



26 

 

 

jumentas, CHAPERO et al. (2023) avaliaram o efeito da dexametasona nas respostas 

inflamatórias endometriais após IA com sêmen de jumento congelado, porém uma dose única 

de dexametasona no momento da IA não diminuiu os PMN endometriais, mas diminuiu os 

eosinófilos 24 horas após a inseminação. 

Já os AINEs atuam na inativação das enzimas que degradam o ácido araquidônico, este 

que é liberado após alguma lesão de membrana celular, sendo essas enzimas denominadas de 

Ciclooxigenase (COX) e a Lipoxigenase (LOX) (WOLF et al., 2012). Foram observados efeitos 

benéficos do tratamento com vedaprofeno (ROJER & AURICH, 2010) ou firocoxibe (FRISO 

et al., 2019) antes da reprodução e também de outros anti-inflamatórios (meclofenâmico ou 

flunixina meglumina) na resposta inflamatória do endométrio de éguas receptoras de embrião, 

na fase lútea após a transferência do embrião. RISCO et al. (2008) relataram que o tratamento 

com flunixina meglumina reduz o número de PMNs 8 horas após a inseminação em éguas 

suscetíveis à EPPC. Em jumentas, VILES et al. (2013a) não identificaram redução de PMNs 

após o tratamento com cetoprofeno em jumentas 24 horas antes da IA com sêmen asinino 

congelado e durante os 4 dias seguintes, mas observaram redução na expressão de COX-2 nesse 

grupo. 

 

4. Plasma Rico em Plaquetas (PRP) 

O Plasma Rico em Plaquetas é um composto derivado do sangue total que apresenta alta 

concentração plaquetária, possuindo efeito terapêutico imunomodulador, analgésico, anti-

inflamatório, mitogênico e neovascular, que estimula o processo de cicatrização e a capacidade 

regenerativa de tecidos (MARX, 2001; ANITUA et al., 2004; MARX, 2004; ALVES & 

GRIMALT, 2017).  

As plaquetas são fragmentos subcelulares formados a partir de megacariócitos e 

presentes em altas concentrações no sangue. Esses fragmentos configuram-se como 

corpúsculos anucleados, discoides quando inativos e pseudópodes quando ativos (HARTWIG 

& ITALIANO, 2003; FOSTER et al., 2009; BOUDREAUX, 2010), e que possuem três tipos 

de grânulos em sua estrutura: 

 

● Grânulos alfas são os mais abundantes e contêm moléculas bioativas como proteínas 

adesivas, fatores de coagulação, fatores fibrinolíticos, integrinas, molécula de adesão 

celular endotelial de plaquetas (PECAM) e os fatores de crescimento, sendo o fator de 

crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e o fator de crescimento transformador beta 

(TGF-β) os mais predominantes. Os fatores de crescimento apresentam diversos efeitos 
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biológicos, incluindo modulação da inflamação e aumento da capacidade regenerativa 

dos tecidos (RENDU & BROHARD-BOHN, 2001; BLAIR & FLAUMENHAFT, 

2009) 

● Grânulos delta (densos) contêm principalmente moléculas que estimulam o processo de 

coagulação, incluindo o cálcio, adenosina difosfato (ADP), adenosina trifosfato (ATP) 

e serotonina (RENDU & BROHARD-BOHN, 2001). 

● Grânulos lambda são os lisossomos que contêm uma variedade de enzimas digestivas, 

como glicosidases, proteases e proteínas catiônicas (RENDU & BROHARD-BOHN, 

2001). 

 

Na medicina veterinária, o PRP tem sido muito utilizado no auxílio ao tratamento de 

lesões musculoesqueléticas, como osteoartrites, desmites, fraturas, tendinopatias, e lesões 

cutâneas (CARMONA et al., 2007; ARGÜELLES et al., 2008; KIM et al., 2009; MAIA, 2009; 

BOSCH et al., 2011; SILVA et al., 2013; PEREIRA et al., 2019; MONTANO et al., 2021). Na 

reprodução equina, estudos mostraram que a infusão intrauterina com PRP mitiga a resposta 

inflamatória, através da redução de PMNs (REGHINI et al., 2016; SEGABINAZZI et al, 2017; 

SEGABINAZZI et al, 2021; ANDINO et al., 2023) e de líquido intrauterino pós-reprodução 

(METCALF, 2014; REGHINI et al., 2016; SEGABINAZZI et al, 2021), melhorando assim as 

taxas de fertilidade (METCALF, 2014; SEGABINAZZI et al., 2017). Mais recentemente, 

SEGABINAZZI et al. (2021) observaram também uma função antibacteriana do PRP em 

equinos, devido à redução do número de culturas bacterianas positivas em comparação com 

ciclos atribuídos ao controle. A terapia intrauterina com PRP também aumentou a porcentagem 

de embriões recuperados por lavagem e por número de ovulações. METCALF et al. (2012) e 

SEGABINAZZI et al. (2017) demonstrado que o PRP regula negativamente os transcritos 

endometriais para as interleucinas IL-1β, IL-6 e CXCL-8 e, consequentemente, mitiga a 

resposta inflamatória pós-reprodução. 

Em jumentas, FARGHALI et al. (2022) relataram que duas infusões intrauterinas de 

PRP autólogo, realizadas na fase de diestro e com intervalo de 7 dias entre elas, restauraram a 

aparência normal do endométrio e reduziram o processo inflamatório em fêmeas que 

apresentavam endometrite infecciosa aguda. Neste mesmo estudo, após o tratamento com PRP, 

observou-se diminuição significativa de células inflamatórias, de líquido luminal, da espessura 

e da perfusão vascular do útero, além de mostrar redução de isolados bacterianos uterinos e de 

biomarcadores de estresse oxidativo no soro e no fluido uterino. De forma similar, FANTINI 

et al. (2021) obtiveram sucesso no tratamento de duas jumentas diagnosticadas com endometrite 
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crônica (classificadas como 2B na classificação histológica endometrial de Kenney e Doig de 

1986) e inférteis nos últimos dois anos, empregando uma única infusão intrauterina de 20 mL 

de PRP, o que resultou em diagnósticos positivos de gestação no ciclo estral subsequente dessas 

fêmeas. 

A preparação manual é o método clássico de obtenção do PRP que consiste na 

concentração de plaquetas do sangue total, por meio de uma ou mais centrifugações, resultando 

na obtenção de uma fração do plasma sanguíneo com maior número de plaquetas (DOHAN 

EHRENFEST et al., 2009; ARNOCZKY et al., 2011; DHURAT et al., 2014). Apesar da 

facilidade de aplicabilidade e baixo custo desse tipo de processamento, existe a necessidade de 

preparo imediato para utilização do PRP e da repetição de aplicações, a depender do tratamento. 

Recomenda-se o uso imediato do PRP após o seu processamento, pois os fatores de crescimento 

são ativamente secretados dos grânulos alfa durante os primeiros 10 minutos após ocorrer a 

ativação plaquetária e mais de 95% de fatores pré-sintetizados são liberados na primeira hora 

(MARX, 2004).  

A obtenção do PRP acontece através de uma amostra de sangue venoso do paciente 

coletado com anticoagulante para evitar a ativação plaquetária precoce (MARX, 2001). 

MIRANDA et al. (2018) compararam dois anticoagulantes, citrato de sódio a 3,2% e ácido 

cítrico citrato de sódio e dextrose (ACD), para obtenção do PRP em equinos e muares e 

relataram que o tipo de anticoagulante não afetou significativamente a concentração 

plaquetária. No entanto, o citrato de sódio foi mais eficiente na redução de leucócitos em ambas 

as espécies. GIRALDO et al. (2015) demonstraram que o tipo de anticoagulante (citrato de 

sódio ou solução de ACD) não afetou significativamente a contagem de plaquetas e leucócitos 

e em alguns parâmetros associados à ativação plaquetária. O sangue então é submetido a uma 

centrifugação para separar as células vermelhas e brancas das plaquetas, devido suas diferentes 

densidades. Uma segunda centrifugação também pode ser realizada para concentrar as 

plaquetas, produzindo o plasma rico em plaquetas (PRP) e o plasma pobre em plaquetas (PPP) 

(FOSTER et al., 2009; DOHAN EHRENFEST et al., 2009; ARNOCZKY et al., 2011). Quando 

o plasma é exposto à trombina (seja pela adição de trombina exógena ou pelo contato com a 

tromboplastina tecidual, também conhecida como fator tecidual), a cascata de coagulação é 

iniciada e as plaquetas são ativadas (MANN, 1999), sendo necessário pelo menos 300.000 

plaquetas/μL para se obter efeitos terapêuticos (ANITUA et al., 2004). 

Atualmente existem diversos protocolos para preparação do PRP, variando quanto à 

força, tempo e número de centrifugações, tipo e concentração de anticoagulante, redução do 

volume plasmático, concentração plaquetária obtida e presença ou ausência de glóbulos 
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vermelhos e/ou brancos em sua composição. Assim, os resultados obtidos podem não só variar 

entre técnicas, mas também dentro da mesma técnica, o que faz com que determinado efeito 

não pode ser aplicado universalmente a todas as preparações de PRP, gerando resultados 

clínicos conflitantes (ARNOCZKY et al., 2011; DELONG et al., 2012; VENDRUSCOLO et 

al., 2012; DHURAT et al., 2014). 

Em equinos, CARMONA et al. (2007) testou um protocolo com duas centrifugações 

para produção do PRP para tratamento da osteoartrite. Nesse estudo, o sangue coletado foi 

centrifugado a 120×g por 5 minutos e, posteriormente, 50% da fração inferior plasmática foi 

novamente centrifugada a 240×g por 5 minutos. O PRP foi considerado como 25% da segunda 

fração, obtendo média de 250.000 ± 7.180 plaquetas/μL. SEGABINAZZI et al. (2017) 

utilizaram o método de centrifugação única (120 × g por 10 minutos) obtendo concentração 

plaquetária média de 354.236 ± 17.540/μL, enquanto SEGABINAZZI et al. (2021) optaram por 

duas centrifugações, sendo a primeira a 400×g por 15 minutos e a segunda a 1000×g por 10 

minutos, apresentando média de 622.900  ± 144 plaquetas/μL. Diferentes anticoagulantes 

também foram utilizados na preparação do PRP, principalmente 3,2% de citrato de sódio 

(CARMONA et al., 2007; REGHINI et al., 2016; SEGABINAZZI et al., 2017), 3,8% de citrato 

de sódio (ARGÜELLES et al., 2006; MAIA et al., 2009) e citrato-fosfato-dextrose-adenina 

(CPDA) (PEREIRA et al., 2019; SEGABINAZZI et al., 2021; COLOMBO et al., 2022). 

Em jumentas, FARGHALI et al. (2022) prepararam o PRP a partir da coleta de sangue 

em solução de citrato de sódio a 3,8%, seguida de uma centrifugação suave (250×g /10 min) 

seguida da separação do plasma com uma centrifugação forte (2000×g/10 min), de acordo 

protocolo anterior utilizado em cães (FARGHALI et al., 2017; FARGHALI et al., 2019). Neste 

estudo, utilizou-se concentração plaquetária mínima de 2.000.000/μL. XUE et al. (2023) 

compararam dois protocolos, um método de centrifugação única (120×g por 10 minutos) e outro 

método com duas centrifugações, sendo a primeira a 400×g por 15 minutos e a segunda a 

1000×g por 10 minutos e relataram que os dois protocolos são aplicáveis para produção do PRP 

na espécie asinina, mas que a centrifugação dupla produziu maior concentração de plaquetas, 

apesar da maior contaminação de leucócitos e hemácias do que o método de centrifugação 

única. FANTINI et al. (2021) testaram o processo de centrifugação única a 133×g por dois 

tempos de centrifugação diferentes (10 e 15 min) para produção do PRP em jumentas, usando 

citrato dextrose ácido (ACD) como anticoagulante, e apresentaram concentração plaquetária de 

406.500 ± 27.290 e 479.500 ± 75.050 por μL, respectivamente. 

Desta forma, não há uma padronização das técnicas de preparo, gerando resultados 

variáveis, falta de consenso do efeito terapêutico e limitação na comparação entre os mesmos. 
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Utilizar a técnica de produção do PRP autólogo, usando o próprio sangue do paciente, promove 

maior segurança na sua utilização, evitando riscos de transmissão de doenças e rejeição, porém 

reforça a variabilidade de resultados. Além disso, a escassez de estudos que compreendem o 

uso terapêutico do PRP, principalmente na espécie asinina, e a utilização de técnicas baseando-

se em outras espécies pode interferir em seu êxito. 

OBJETIVOS 

1. Objetivo geral 

O presente estudo propõe comparar sete protocolos manuais de preparação do PRP na 

espécie asinina e avaliar o efeito da infusão intrauterina de PRP, antes e antes e após 

inseminação artificial, na resposta inflamatória uterina e na taxa de fertilidade de fêmeas 

asininas inseminadas com sêmen asinino criopreservado. 

2. Objetivos específicos 

Comparar a concentração de plaquetas, hemácias, leucócitos e aglomerados 

plaquetários de sete protocolos manuais para a obtenção do PRP na espécie asinina; 

Avaliar o efeito do uso do PRP intrauterino na presença de líquido intrauterino, edema 

endometrial, vascularização, migração de células polimorfonucleadas, fibrose e quantificação 

de colágeno após a inseminação artificial de jumentas; 

Verificar o momento ideal da aplicação do PRP no útero, para modulação da resposta 

inflamatória uterina após inseminação artificial com sêmen criopreservado em jumentas; 

Avaliar o efeito do PRP sobre a taxa de fertilidade de jumentas inseminadas com sêmen 

criopreservado de asinino. 

HIPÓTESES 

Nossa principal hipótese é que o tratamento local utilizando PRP reduz a resposta 

inflamatória uterina e aumenta a taxa de fertilidade de fêmeas asininas inseminadas com sêmen 

asinino criopreservado. Além disso, o tratamento com duas infusões de PRP (antes e após a IA) 

é mais eficaz do que apenas uma infusão antes da IA. 

Os protocolos testados para obtenção do PRP apresentarão diferenças na concentração 

de plaquetas, na contaminação por leucócitos e hemácias, como também na formação de 

agregados plaquetários.  
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ARTIGO 1 
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como A1 pelo QUALIS – CAPES 2022. 

 

Avaliação de sete protocolos manuais para obtenção do plasma rico em plaquetas (PRP) 

na espécie asinina 

 

RESUMO 
 

A utilização do plasma rico em plaquetas (PRP) tem se tornando frequente na prática clínica 

em medicina veterinária, no entanto, há uma grande variabilidade nos procedimentos de 

obtenção do mesmo, tornando os resultados variáveis. Na espécie asinina, pesquisas sobre o 

uso do PRP são escassas e há uma falta de padronização ainda maior nos métodos de obtenção 

desse biomaterial. Assim, o objetivo deste estudo foi comparar sete protocolos manuais para a 

preparação PRP na espécie asinina. Sete protocolos utilizando duas centrifugações (P1, P3, P5, 

P6 e P7) ou três centrifugações (P2 e P4) foram avaliados, variando quanto a força e o tempo 

de cada centrifugação. Para cada protocolo testado, foram coletados 15 mL de sangue de quatro 

fêmeas asininas (Equus asinus), hígidas com idade entre 5 e 15 anos da raça Pêga, em tubos 

com citrato de sódio a 3,2%. Após a primeira centrifugação (P1, P2, P3, P4 e P5: 120×g por 10 

minutos; P6: 250×g por 10 minutos; P7: 400×g por 10 minutos), toda a fração sobrenadante foi 

acondicionada em tubos sem anticoagulante e centrifugada pela segunda vez (P1 e P2: 240×g 

por 10 minutos; P3 e P4: 600×g por 10 minutos; P5: 600×g por 20 minutos; P6: 2000×g por 10 

minutos; P7: 1000×g por 10 minutos). Em seguida, 2/3 da superfície sobrenadante foi 

descartada das amostras referentes aos protocolos de dupla centrifugação (DC) e o 1/3 final foi 

considerado PRP. Para os protocolos com tripla centrifugação (TC), 50% do sobrenadante da 

superfície foi desprezado e o restante centrifugado pela terceira vez (P2 e P4: 2000×g por 10 

minutos), sendo que após este processamento, 2/3 do sobrenadante da superfície foi descartado 

e o 1/3 final foi considerado PRP. As concentrações de plaquetas, leucócitos, hemácias e 

agregados plaquetários foram determinadas pelo método de contagem manual por um avaliador 

experiente. O P2 apresentou maior concentração de plaquetas do que os demais (p<0,05). Não 

houve diferença significativa dos valores da concentração de hemácias entre os grupos. O P3 

apresentou maior contagem de leucócitos do que os métodos P6 e P7 (p<0,05). O resultado da 

concentração de agregados plaquetários foi maior no P4 em relação ao P3 (p<0,05). O 

processamento total durou aproximadamente 20 minutos para os grupos P1, P3, P6 e P7 e 30 
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minutos para P2, P4 e P5. Além disso, os grupos TC (1,5 a 1,8 mL) produziram metade do 

volume de PRP produzido pelos grupos DC (3,0 a 3,6 mL). Assim, P2 mostrou ser o mais 

eficiente devido a maior concentração plaquetária obtida e por não apresentar diferença em 

relação a contagem de leucócitos, hemácias e agregados plaquetários em relação aos demais 

protocolos.  

 

Palavras-chave: Jumentos; Terapia Regenerativa; Fatores de Crescimento, Hemoderivado; 

Concentrado de plaquetas; Centrifugação. 
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ABSTRACT 
 

The use of platelet-rich plasma (PRP) has become increasingly common in veterinary medicine 

practice, however there is great variability in the procedures used to obtaining it, leading to 

variable outcomes. In the donkey species, research on the use of PRP is scarce and there is even 

less standardization in methods for obtaining this biomaterial. This study aimed to compare 

seven manual protocols for PRP preparation in donkey species. Seven protocols using two 

centrifugations (P1, P3, P5, P6 and P7) or three centrifugations (P2 and P4) were evaluated, 

varying in terms of centrifugation force/strength and duration/time. For each protocol tested, 

15 mL of blood was collected from four healthy female (Equus asinus), aged between 5 and 15 

years of Pêga breed, into tubes containing 3.2% sodium citrate. After the first centrifugation 

(P1, P2, P3, P4 and P5: 120×g for 10 minutes; P6: 250×g for 10 minutes; P7: 400×g for 10 

minutes), the entire supernatant fraction was transferred to tubes without anticoagulant and 

centrifuged a second time (P1 and P2: 240×g for 10 minutes; P3 and P4: 600×g for 10 minutes; 

P5: 600×g for 20 minutes; P6: 2000×g for 10 minutes; P7: 1000×g for 10 minutes). Then, 2/3 

of the supernatant surface was discarded from the samples referring to the double centrifugation 

(DC) protocols and the final 1/3 was considered PRP. For triple centrifugation (TC) protocols, 

50% of the surface supernatant was discarded and the remainder was centrifuged a third time 

(P2 and P4: 2000×g for 10 minutes), and after this processing, 2/3 of the surface supernatant 

was discarded and the final 1/3 was considered PRP. Platelets, leukocytes, erythrocytes and 

platelet aggregates concentrations were determined using a manual counting method by an 

experienced evaluator. P2 had a higher concentration of platelets than the others protocols 

(p<0.05). There was no significant difference in erythrocytes concentration values between the 

groups. P3 had a higher leukocyte count than methods P6 and P7 (p<0.05). The result of platelet 

aggregates concentration was higher in P4 than in P3 (p<0.05). Total processing lasted/took 

approximately 20 minutes for groups P1, P3, P6 and P7 and 30 minutes for P2, P4 and P5. 

Furthermore, the TC groups (1.5 to 1.8 mL) produced half the volume of PRP produced by the 

DC groups (3.0 to 3.6 mL). Thus, P2 proved to be the most efficient due to the higher platelet 

concentration obtained and because it showed no difference in terms of leukocytes, erythrocytes 

and platelet aggregates in relation to the other protocols. 

 
Keywords: Donkeys; Regenerative Therapy; Growth Factors, Blood Products; Platelet 

concentrate; Centrifugation. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O PRP (Plasma Rico em Plaquetas) é um composto derivado do sangue total que 

apresenta alta concentração plaquetária. As plaquetas são compostas por grânulos que 

apresentam fatores de crescimento, como por exemplo o fator de crescimento transformador 

beta (TGF-β) e o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), possuindo efeito 

terapêutico, imunomodulador, analgésico, anti-inflamatório, mitogênico e neovascular que 

estimulam o processo de cicatrização e a capacidade regenerativa de tecidos (MARX, 2001; 

ANITUA et al., 2004; MARX, 2004; ALVES & GRIMALT, 2017). A utilização do PRP tem 

aplicação multidisciplinar, mostrando resultados promissores, por exemplo, na medicina 

veterinária para o tratamento de lesões musculoesqueléticas, como osteoartrites, desmites, 

fraturas, tendinopatias, e lesões cutâneas (CARMONA et al., 2007; ARGÜELLES et al., 2008; 

KIM et al., 2009; MAIA, 2009; BOSCH et al., 2011; SILVA et al., 2013; PEREIRA et al., 

2019; MONTANO et al., 2021). Na reprodução equina, estudos que testaram a infusão 

intrauterina com PRP observaram redução da reação inflamatória pós cobertura (METCALF, 

2014; REGHINI et al., 2016; SEGABINAZZI et al, 2017; SEGABINAZZI et al, 2021; 

ANDINO et al., 2023) e aumento das taxas de fertilidade (METCALF, 2014; SEGABINAZZI 

et al., 2017). Em jumentas, FARGHALI et al. (2022) relataram que infusões intrauterinas de 

PRP na fase de diestro em jumentas com endometrite infecciosa aguda restauraram a aparência 

normal do endométrio e reduziram o processo inflamatório. 

A preparação manual é o método clássico de obtenção do PRP que consiste na separação 

das células vermelhas e brancas das plaquetas, devido suas diferentes densidades, por 

centrifugação. Desta forma, a primeira centrifugação é realizada para separar as frações do 

sangue, enquanto na segunda centrifugação, as plaquetas são concentradas, produzindo o 

plasma rico em plaquetas (PRP) e o plasma pobre em plaquetas (PPP) (FOSTER et al., 2009; 

EHRENFEST et al., 2009; ARNOCZKY et al., 2011). Segundo ANITUA (2004) concentrações 

superiores a 300.000 plaquetas/μL são suficientes para se obter efeitos terapêutico. Apesar da 

facilidade e baixo custo desse tipo de processamento, existe a necessidade de preparo imediato 

para utilização do PRP, pois os fatores de crescimento são ativamente secretados dos grânulos 

alfa durante os primeiros 10 minutos após ocorrer a ativação plaquetária e mais de 95% de 

fatores pré-sintetizados são liberados na primeira hora (MARX, 2004), e de várias aplicações a 

depender do tratamento.  
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Em equinos, CARMONA et al. (2007) testou um protocolo com duas centrifugações 

para produção do PRP para tratamento da osteoartrite. Nesse estudo, o sangue coletado foi 

centrifugado a 120×g por 5 minutos e, posteriormente, 50% da fração inferior plasmática foi 

novamente centrifugada a 240×g por 5 minutos. O PRP foi considerado como 25% da segunda 

fração, obtendo média de 250.000 ± 7.180 plaquetas/μL. SEGABINAZZI et al. (2017) 

utilizaram o método de centrifugação única (120 × g por 10 minutos) obtendo concentração 

plaquetária média de 354.236 ± 17.540/μL, enquanto SEGABINAZZI et al. (2021) optaram por 

duas centrifugações, sendo a primeira a 400×g por 15 minutos e a segunda a 1000×g por 10 

minutos, apresentando média de 622.900  ± 144 plaquetas/μL. Diferentes anticoagulantes 

também foram utilizados na preparação do PRP, principalmente 3,2% de citrato de sódio 

(CARMONA et al., 2007; REGHINI et al., 2016; SEGABINAZZI et al., 2017), 3,8% de citrato 

de sódio (ARGÜELLES et al., 2006; MAIA et al., 2009) e citrato-fosfato-dextrose-adenina 

(CPDA) (PEREIRA et al., 2019; SEGABINAZZI et al., 2021; COLOMBO et al., 2022). 

Em jumentas, FARGHALI et al. (2022) prepararam o PRP a partir da coleta de sangue 

em solução de citrato de sódio a 3,8%, seguida de uma centrifugação suave (250×g /10 min) 

seguida da separação do plasma com uma centrifugação forte (2000×g/10 min), de acordo 

protocolo anterior utilizado em cães (FARGHALI et al., 2017; FARGHALI et al., 2019). Neste 

estudo, utilizou-se concentração plaquetária mínima de 2.000.000/μL. XUE et al. (2023) 

compararam dois protocolos, um método de centrifugação única (120×g por 10 minutos) e outro 

método com duas centrifugações, sendo a primeira a 400×g por 15 minutos e a segunda a 

1000×g por 10 minutos e relataram que os dois protocolos são aplicáveis para produção do PRP 

na espécie asinina, mas que a centrifugação dupla produziu maior concentração de plaquetas, 

apesar da maior contaminação de leucócitos e hemácias que o método de centrifugação única. 

FANTINI et al. (2021) testaram o processo de centrifugação única a 133×g por dois tempos de 

centrifugação diferentes (10 e 15 min) para produção do PRP em jumentas, usando citrato 

dextrose ácido (ACD) como anticoagulante, e apresentaram concentração plaquetária de 

406.500 ± 27.290 e 479.500 ± 75.050 por μL, respectivamente. 

Assim, atualmente existem diversos protocolos para preparação do PRP, e como 

consequência, não há padronização e consenso entre a melhor técnica de preparo, o que pode 

levar a resultados variáveis, em alguns casos insatisfatórios, e à limitação na comparação entre 

os mesmos (ARNOCZKY et al., 2011; DELONG et al., 2012; VENDRUSCOLO et al., 2012; 

DHURAT et al., 2014). Na espécie asinina, ainda são escassos os trabalhos que comparam 

diferentes protocolos para sua produção (FANTINI et al., 2021), reforçando a utilização de 

técnicas baseando-se em outras espécies, o que pode contribuir para a variabilidade dos 
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resultados e diminuir a possibilidade de êxito. Desta forma, estudos que avaliem diferentes 

técnicas para a obtenção de PRP são altamente desejáveis nesta espécie. Nesse sentido, o 

presente estudo tem como objetivo comparar sete protocolos manuais de preparação do PRP na 

espécie asinina. 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Aspectos éticos do estudo 

O estudo foi conduzido de acordo com as normas estabelecidas pelo Conselho Nacional 

de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) e aprovado pela Comissão de Ética no Uso 

de Animais de Produção da Universidade Federal de Viçosa (CEUAP-UFV), conforme 

protocolo 025/2021. 

2.2. Animais e local de pesquisa 

A pesquisa foi realizada na Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensão em Equideocultura 

do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Viçosa, campus Viçosa - MG 

(Latitude 20° 44’ 58” S e Longitude 42° 51’ 10” O), no ano de 2023. Durante o experimento, 

foram utilizadas quatro fêmeas asininas (Equus asinus), com idade entre 5 e 15 anos, da raça 

Pêga e consideradas clinicamente saudáveis. Os animais foram mantidos a pasto (capim 

Paspalum notatum) com oferta de 1 kg de ração/dia, capim picado (Pennisetun purpureum cv. 

Cameron) e água e sal mineral ad libitum. 

2.3. Processamento do PRP  

Foram coletados 15 mL de sangue total por punção da veia jugular externa em tubos 

tipo falcon contendo citrato de sódio a 3,2% de cada animal para cada um dos sete protocolos 

testados. Os tubos com sangue passaram por dupla centrifugação (DC) ou tripla centrifugação 

(TC), sendo que a força e o tempo de cada centrifugação variaram de acordo com o protocolo 

(grupo pertencente), conforme apresentado na Tabela 1. 

Após a primeira centrifugação, cujo objetivo foi separar o plasma sanguíneo dos 

eritrócitos, toda a fração sobrenadante foi acondicionada em tubos falcon sem anticoagulante e 

centrifugada pela segunda vez. Em seguida, 2/3 da superfície sobrenadante foi descartada das 

amostras referentes aos protocolos DC (P1, P3, P5, P6, P7) e o 1/3 final foi considerado PRP. 

Para os protocolos TC (P2 e P4), 50% do sobrenadante da superfície foi desprezado e o restante 
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centrifugado pela terceira vez, sendo que após este processamento, 2/3 do sobrenadante da 

superfície foi descartado e o 1/3 final foi considerado PRP (Figura 1). 

 

Tabela 1. Variação de força, tempo e número de centrifugações entre os grupos. 

Grupos 

1ª Centrifugação 2ª Centrifugação 3ª Centrifugação 

Fonte Força 

(g) 

Tempo 

(min) 

Força 

(g) 

Tempo 

(min) 

Força 

(g) 

Tempo 

(min) 

P1 120 10 240 10 - - CARMONA et al 
(2007) adaptado 

P2 120 10 240 10 2000 10 Protocolo proposto 

P3 120 10 600 10 - - Protocolo proposto 

P4 120 10 600 10 2000 10 Protocolo proposto 

P5 120 10 600 20 - - Protocolo proposto 

P6 250 10 2000 10 - - FARGHALI et al. 
(2022) 

P7 400 10 1000 10 - - SEGABINAZZI et 
al. (2021) adaptado 
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Figura 1. Esquematização dos protocolos (P1, P2, P3, P4, P5, P6 e P7) utilizados para produção do 
plasma rico em plaquetas (PRP) em asininos. 

 

2.4. Avaliação das amostras 

As concentrações de plaquetas, leucócitos, hemácias e agregados plaquetários foram 

obtidas pelo método de contagem manual através da Câmara de Neubauer. A princípio, uma 

amostra do PRP produzida a partir de cada protocolo foi diluída em solução Rees-Eckert 
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(Imbralab®, SP/Brasil) (diluição 1:50) e deixada de repouso por 5 minutos. Após este tempo, 

a Câmara de Nebauer foi preenchida e colocada em câmara umidificada por 20 minutos, durante 

a sedimentação, para posterior contagem em microscópio óptico. 

 

2.5. Análises estatísticas 

O pressuposto de distribuição normal foi avaliado considerando uma abordagem 

matemática (teste de Shapiro Wilk) e visual (figura QQ plot). O teste ANOVA foi utilizado 

para comparar a média da variável plaquetas entre os diferentes protocolos. Os resultados são 

mostrados como média ± erro padrão da média (EPM). Diferença estatística significativa 

considerada quando p < 0.05.  

A comparação da mediana das variáveis: leucócitos, hemácias e agregados plaquetários, 

entre os diferentes protocolos, foi realizada utilizando o teste não paramétrico Kruskal Wallis. 

Os resultados são mostrados como mediana (min e max). Diferença estatística significativa 

considerada quando p < 0.05. O pacote estatístico utilizado foi GraphPad Prism versão 9.3.0. 

 

3. RESULTADOS 

 

A concentração plaquetária por microlitro (μL) para cada grupo testado está presente na 

Tabela 2. O P2 apresentou maior contagem de plaquetas (p<0,05), enquanto os P1, P3, P4, P5, 

P6 e P7 não foram significativamente diferentes entre si (p>0,05). Porém, houve tendência de 

o P4 apresentar maior concentração de plaquetas do que o P7 (p=0,0745).  

 

Tabela 2. Médias e erros-padrão das médias da concentração de plaquetas por microlitro (μl) de PRP 
em cada grupo testado. 

Grupos Plaquetas Volume (mL)* Tempo (min)* 

P1 673.750 ± 125.391B 3,0 a 3,8 20 

P2 1.405.625 ± 107.956A 1,5 a 1,9 30 

P3 850.000 ± 21.090B 3,0 a 3,8 20 

P4 940.625 ± 59.559B 1,5 a 1,9 30 

P5 841.875 ± 85.916B 3,0 a 3,8 30 

P6 761.875 ± 87.437B 3,0 a 3,8 20 

P7 631.250 ± 35.831B 3,0 a 3,8 20 

Letras maiúsculas diferentes indicam diferença estatística entre os grupos (p<0,05).   
* Valores aproximados. 
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Em geral, como indicado na Tabela 2, o processamento total durou aproximadamente 

20 minutos para os grupos P1, P3, P6 e P7 e aproximadamente 30 minutos para os protocolos 

P2, P4 e P5. Além disso, os grupos TC (1,5 a 1,9 mL) produziram metade do volume de PRP 

produzido pelos grupos DC (3,0 a 3,8 mL). 

 

 

 
Figura 2. Medianas e intervalos interquartis da concentração de leucócitos (A), hemácias (B) e 
agregados plaquetários (C) por microlitro (μl) de PRP em cada protocolo testado. *Indica diferença 
estatística entre os grupos (p<0,05). 

 

A contagem de leucócitos apresentou maior concentração por μL do P3 em relação aos 

grupos P6 e P7 (p<0,05) e não apresentou diferença significativa aos demais grupos (P1, P2, 

P4 e P5) (p>0,05), como mostra a Figura 2A. Desta forma, os grupos P1, P2, P4, P5, P6 e P7 

não foram significativamente diferentes entre si (p>0,05).  

A B 

C 
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Os valores da concentração por μL de hemácias não foram estatisticamente diferentes 

entre os grupos (p>0,05) (Figura 2B), porém o P5 apresentou tendência de maior concentração 

de hemácias em relação aos métodos P1, P4, P6 e P7 (p=0,093). Uma amostra do protocolo P7 

sofreu hemólise durante o processamento. 

A Figura 2C indica maior concentração, por μL, de agregados plaquetários na amostra 

do P4 em relação ao P3 (p<0,05) e não indicou diferença significativa aos demais grupos (P1, 

P2, P5, P6 e P7) (p>0,05). Assim, os grupos P1, P2, P3, P5, P6 e P7 não foram estatisticamente 

diferentes entre si (p>0,05).  

4. DISCUSSÃO 

Atualmente existem diversos protocolos descritos para obtenção do PRP, não havendo 

padronização e consenso entre as técnicas de preparo, gerando resultados com eficiências 

terapêuticas variáveis e limitando a comparação entre os mesmos (ARNOCZKY et al., 2011; 

DELONG et al., 2012; VENDRUSCOLO et al., 2012; DHURAT et al., 2014). Na espécie 

asinina, há alguns estudos que demonstraram o uso do PRP no tratamento de condições 

musculoesqueléticas (ALJOBORY, 2009; MOSTAFA et al., 2015a; MOSTAFA et al., 2015b; 

SAMY et al., 2017; MOSTAFA et al., 2020), no tratamento da endometrite (FARGHALI et al., 

2022) e que comparam diferentes protocolos para sua produção (FANTINI et al., 2021). Assim, 

a utilização de técnicas baseando-se em outras espécies, como a espécie equina, é reforçada, 

podendo contribuir para resultados insatisfatórios e variáveis. Este é o primeiro estudo que 

compara sete protocolos manuais de preparo do PRP para a espécie asinina. Além disso, 

também não foram encontrados trabalhos referentes a preparação com tripla centrifugação. 

Todos os métodos foram selecionados ou propostos por possuírem preparação manual 

através do uso de centrífugas devido à facilidade e ao baixo custo durante o processamento, 

permitindo aplicação na prática reprodutiva. A quantificação de plaquetas, hemácias, leucócitos 

e agregados plaquetários foi realizada através da contagem manual, pois aparelhos automáticos 

podem subestimar os valores, permitindo que a amostras se estabilizem e identificando 

agregados como uma única célula, enquanto no método manual as plaquetas são contadas 

individualmente (MARX, 2000; DELONG et al., 2012). Porém, o tempo total de preparação e 

a quantidade de volume de PRP produzido varia de acordo com o método utilizado.  

Segundo MARX (2004), a preparação do concentrado plaquetário deve ser simples e 

fácil de executar, com as plaquetas facilmente separadas das hemácias e sequestradas em altas 

concentrações sem sofrer danos, com o intuito de secretar ativamente seus fatores de 
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crescimento. Todos os protocolos testados foram eficientes na concentração plaquetária, porém 

o protocolo P2, de tripla centrifugação, foi o mais eficiente ao apresentar maior número de 

plaquetas, resultando em concentrações de 1,49 a 2,23 vezes maiores do que os demais 

protocolos. Métodos com uma ou duas centrifugações são os mais relatados na literatura, sendo 

observado por alguns estudos (NAGATA et al., 2010; SAQLAIN et al., 2023) que os protocolos 

com dupla centrifugação obtiveram maiores concentrações plaquetárias do que com 

centrifugação simples.  

De forma geral, os grupos TC apresentaram maior tempo de processamento para a 

obtenção do PRP, devido ao acréscimo de mais uma centrifugação, e menor volume final que 

os de DC, devido ao maior descarte de plasma durante o preparo. A maioria dos protocolos 

usados na clínica veterinária utilizam pequeno volume de PRP para tratamentos de lesões 

musculoesqueléticas. MAIA et al. (2009) utilizaram 2,5 mL de PRP para testar o efeito no 

tratamento da tendinopatia induzida no tendão flexor digital superficial em equinos. PEREIRA 

et al. (2024) avaliaram o efeito da aplicação intra-articular de 4 ml de PRP em cavalos com 

osteocondrite dissecante. Porém, é necessário um volume maior para atingir toda a superfície 

do endométrio, por exemplo de 10 a 60 mL (SEGABINAZZI et al., 2017; CANISSO et al., 

2020). Alguns estudos em éguas (REGHINI et al., 2016; SEGABINAZZI et al., 2017) e 

jumentas (FARGHALI et al., 2022) utilizaram 20 mL de PRP em cada infusão para terapia 

intrauterina, enquanto o volume utilizado por SEGABINAZZI et al. (2021) foi de 40 mL de 

PRP e por ANDINO et al. (2023) foi de 10 mL de PRP + PPP. 

Além disso, ao comparar protocolos com DC e TC, foi observado que o acréscimo da 

terceira centrifugação a 2000×g por 10 minutos apresentou maior concentração de plaquetas no 

P2 (quando comparado ao P1). O protocolo P1 é uma adaptação do modelo utilizado em equinos 

por CARMONA et al. (2007), que relataram concentração de 250.000 ± 7.180 plaquetas/μL em 

equinos ao utilizar um protocolo com duas centrifugações, sendo a primeira a 120×g por 5 

minutos e a segunda a 240×g por 5 minutos. VENDRUSCOLO et al. (2012) também adaptaram 

o protocolo descrito por CARMONA et al. (2007) e demonstraram contagem média de 363.600 

± 31.889 de plaquetas por μL em equinos ao testar 120×g por 10 minutos na primeira 

centrifugação e 240×g por 10 minutos na segunda centrifugação e considerar PRP como 50% 

do plasma da porção inferior após a segunda centrifugação. Desta forma, o P1 apresentou 

resultados superiores (673.750 ± 125.391 plaquetas/μL) ao descrito em equinos em relação à 

concentração de plaquetas. O protocolo P7 apresentou concentração de 631.250 ± 35.831 

plaquetas/μL, resultado semelhante ao trabalho em equinos ao qual o mesmo foi adaptado 

(622.900 ± 144 plaquetas/μL) (SEGABINAZZI et al., 2021). Da mesma forma, o grupo P6 é 
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uma adaptação do modelo proposto por FARGHALI et al. (2022) em jumentas, porém a 

concentração de plaquetas obtida no presente estudo (761.875 ± 87.437 plaquetas/μL) foi 

inferior ao relatado previamente (2.000.000 plaquetas/μL).  

Os agregados plaquetários são compostos por plaquetas que uniram entre si, podendo 

variar em tamanho e estrutura, desde pequenas aglomerações até estruturas maiores. Desta 

forma, os agregados não são desejáveis, pois podem levar a distribuição desigual das plaquetas 

e ativar prematuramente plaquetas ou fatores de coagulação no PRP. Portanto, é crucial adotar 

medidas rigorosas durante o processo de preparação, como manuseio cuidadoso, protocolo de 

centrifugação adequado e evitar coletas traumáticas, para minimizar a formação de agregados 

plaquetários (RINGWALD et al., 2013). Nenhum método apresentou agregados 

macroscópicos, porém aglomerações microscópicas foram identificadas em todos os 

protocolos, sugerindo que sua formação pode ocorrer mesmo em protocolos mais cuidadosos. 

Além disso, ao comparar protocolos com DC e TC, foi observado que o acréscimo da terceira 

centrifugação a 2000×g por 10 minutos apresentou maior concentração de agregados 

plaquetários no P4 (quando comparada ao P3), indicando que o protocolo de centrifugação pode 

influenciar a formação de agregados plaquetários. 

Algumas técnicas descritas para preparação do PRP incluem células sanguíneas 

contaminantes, como os leucócitos e hemácias, no produto final. As hemácias têm capacidade 

de liberar compostos que promovem a dilatação dos vasos sanguíneos, tais como trifosfato de 

adenosina e óxido nítrico. Além disso, em certas condições, como estresse oxidativo, as 

moléculas heme presentes na hemoglobina podem se tornar livres e citotóxicas. O ferro contido 

nessas moléculas pode catalisar a formação de radicais livres, que são espécies reativas de 

oxigênio altamente reativas e podem causar danos às células, lipídios, proteínas e DNA e 

induzir processos inflamatórios. Assim, não é benéfica a presença de glóbulos vermelhos em 

uma preparação de PRP (BOSWELL et al., 2012; EVERTS et al., 2019). No presente estudo, 

os protocolos P2, P3 e P5 apresentaram contaminação por hemácias, porém não foram 

estatisticamente diferentes dos demais grupos. Da mesma forma, a presença de hemólise, como 

ocorreu em uma amostra do P7, resultado da elevada força de cisalhamento durante a coleta de 

sangue ou do processo de centrifugação inadequado, pode afetar negativamente a qualidade e a 

eficácia terapêutica do PRP devido a liberação de hemoglobina (SCHAER et al., 2013; 

EVERTS et al., 2019). 

Apesar da influência dos leucócitos nas fases do processo inflamatório e dos relatos 

favoráveis sobre a utilização do PRP enriquecido com leucócitos (BIELECKI et al., 2007; 

EVERTS et al., 2007; MOOJEN et al., 2008; EHRENFEST et al., 2009; BIELECKI et al., 
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2012), permanece incerto o verdadeiro impacto da concentração de leucócitos na eficácia do 

PRP, gerando debates sobre os benefícios e contraindicações de sua inclusão (ARNOCZKY et 

al., 2011). Há uma preocupação de que seus efeitos pró-inflamatórios e imunológicos possam, 

igualmente, induzir danos celulares e teciduais que contradizem os efeitos curativos pretendidos 

da terapia com PRP (WU et al., 2016). Os leucócitos têm a capacidade de liberar 

metaloproteinases de matriz e gerar espécies reativas de oxigênio, podendo resultar em danos 

teciduais (TIDBALL, 2005; BOSWELL et al., 2012). Além disso, foram observados níveis 

mais elevados de fatores pró-inflamatórios, como IL-1β, IL-6, IL-8, TNFα e fator de 

crescimento de fibroblastos 2 (FGF-2), em preparações de concentrados de plaquetas com 

maior concentração de leucócitos (MUYLLE et al., 1993; MUYLLE & PEETERMANS, 1994; 

STACK & SNYDER, 1994; AYE et al., 1995; MCCARREL et al., 2012; BRAUN et al., 2014; 

ASSIRELI et al., 2015). No presente estudo, os protocolos P6 e P7 não apresentaram presença 

de leucócitos nas amostras, porém somente o método P3 demonstrou ser menos eficiente em 

reduzir a quantidade de leucócitos. Sendo assim, protocolos com maior força de centrifugação 

nas duas centrifugações (P6 e P7) apresentaram, quando comparados aos demais grupos DC, 

resultados similares (P1 e P5) ou inferiores (P3) de leucócitos nas amostras. 

A força centrífuga e o tempo determinam o empacotamento das hemácias na camada 

inferior, o volume do plasma na camada superior e a eficiência de recuperação das plaquetas 

(PEREZ et al., 2014). O aumento da força na segunda centrifugação no P3 (600×g), quando 

comparado ao P1 (240×g), não resultou em variação na concentração de plaquetas, leucócitos, 

hemácias e agregados plaquetários. O aumento do tempo da segunda centrifugação do P5 (20 

minutos) em relação ao P3 (10 minutos) não apresentou influência nas variáveis avaliadas. 

VENDRUSCOLO et al. (2012) também não observaram influência do tempo na concentração 

de plaquetas ao testar diferentes protocolos manuais de obtenção do PRP em equinos. 

Como limitação, o presente estudo não abordou avaliação de viabilidade plaquetária das 

amostras, regulação de citocinas e efeitos clínicos, características adicionais que poderiam 

auxiliar nas observações sobre a eficiência de cada protocolo testado. 

5. CONCLUSÕES 

Baseado nos resultados obtidos, todos os protocolos avaliados foram eficientes em 

concentrar plaquetas para obtenção do PRP. O melhor protocolo testado foi o P2 devido a maior 

concentração plaquetária observada e por não apresentar diferença dos demais protocolos em 

relação a contagem de leucócitos, hemácias e agregados plaquetários. O acréscimo da terceira 
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centrifugação ao protocolo pode aumentar a concentração de plaquetas, mas também de 

agregados plaquetários. No entanto, estudos adicionais são necessários para avaliar a 

viabilidade das plaquetas e a eficácia clínica dos protocolos testados.  
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ARTIGO 2 

Artigo redigido segundo as normas da revista Theriogenology, ISSN 0093-691X, classificada 

como A1 pelo QUALIS – CAPES 2022. 

 

Is platelet-rich plasma (PRP) effective in treating uterine inflammation in jennies 

inseminated with cryopreserved donkey semen? 

 

RESUMO 

O sêmen asinino congelado, apesar de frequentemente apresentar alta qualidade após o 

descongelamento e alcançar resultados satisfatórios de fertilidade em éguas, produz índices 

insatisfatórios em jumentas, possivelmente devido à resposta inflamatória uterina mais 

pronunciada observada nessa espécie após interagir com este tipo de sêmen. O presente estudo 

teve como objetivo avaliar os efeitos do plasma rico em plaquetas (PRP) na reação inflamatória 

uterina e na fertilidade de jumentas inseminadas com sêmen criopreservado de asininos. Onze 

jumentas (Equus asinus) contribuíram com 65 ciclos estrais no total aleatoriamente designados 

para três grupos: (1) sem tratamento (CT; controle) (n=22); (2) infusão única de PRP 30 horas 

após a indução da ovulação, antes da inseminação artificial (PRP PRÉ) (n=22); e (3) duas 

infusões de PRP: 30 horas após a indução da ovulação, antes da IA, e 4 horas após a IA (PRP 

PRÉ+PÓS) (n=21). Metade dos ciclos em cada grupo foi dedicada à avaliação da resposta 

inflamatória uterina (fase experimental 1), enquanto a outra metade focou na avaliação da 

fertilidade (fase experimental 2). A IA foi realizada com o sêmen descongelado no ápice do 

corno uterino ipsilateral à ovulação (T0). Na fase 1, edema endometrial, líquido intrauterino 

(LIU), vascularização e perfil de células em esfregaço citológico foram avaliados previamente 

à IA e ao tratamento (tempo controle, TP), e após 6h (T6), 24h (T24) e 48h (T48) da IA. Além 

disso, biópsias uterinas foram realizadas no T48 para avaliação histopatológica e quantificação 

de colágeno e dosagem hormonal de progesterona (P4) foram medidos 5 dias após a IA (D5). 

O grupo PRP PRÉ apresentou menor acúmulo de LIU do que o grupo CT no T6, porém todos 

os grupos apresentaram ausência de LIU entre T24 e T48. Outros parâmetros não diferiram 

significativamente entre os grupos. A análise citológica revelou elevada porcentagem de células 

inflamatórias no T6 em todos os grupos, seguida de redução nas horas seguintes. Para o grupo 

CT, o percentual de neutrófilos no T24 foi similar ao TP, enquanto que para os demais grupos 

esta similaridade foi alcançada no T48. A avaliação histopatológica demonstrou acentuada 

infiltração neutrofílica e eosinofílica no T48 em todos os grupos, demostrando que a inflamação 

não estava completamente solucionada. Na fase 2, taxas de fertilidade aos 14 dias pós IA (D14) 
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não diferiram significativamente entre os grupos (CT: 0%, PRP PRÉ: 0% e PRP PRÉ+PÓS: 

10%). Os resultados indicam que os tratamentos com PRP foram ineficazes na modulação da 

resposta inflamatória uterina e não melhoraram a fertilidade em jumentas inseminadas com 

sêmen congelado de jumento. 

Palavras-chave: Endometrite; Asininos; Fertilidade; Sêmen congelado; Concentrado de 

plaquetas.  
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ABSTRACT 

 

Despite frozen donkey semen often exhibits high quality after thawing and achieves satisfactory 

fertility results in mares, it yields unsatisfactory rates in jennies, possibly due to the pronounced 

uterine inflammatory response observed in this species after interacting with this type of semen. 

This study aimed to assess the effects of platelet-rich plasma (PRP) on the uterine inflammatory 

response and fertility of jennies inseminated with frozen donkey semen. Eleven jennies 

contributed a total of 65 estrous cycles, that were randomly assigned to three groups: (1) no 

treatment (CT; control) (n=22); (2) single PRP infusion 30h after ovulation induction, prior to 

AI (PRE PRP) (n=22); (3) two PRP infusions: treatments 30h after ovulation induction, prior 

to AI, and 4 hours after AI (PRE+POST PRP) (n=21). Half of the cycles in each group was 

dedicated to evaluating uterine inflammatory response (experimental phase 1), while the other 

half focused on fertility evaluation (experimental phase 2). AI was performed using thawed 

semen at the apex of the uterine horn ipsilateral to ovulation (T0). In phase 1, endometrial 

edema, intrauterine fluid (IUF), uterine blood perfusion and cytological cell profile were 

evaluated before AI and treatment (control time, PT), as well at 6 hours (T6), 24 hours (T24) 

and 48 hours (T48) post AI. Additionally, uterine biopsies were taken at T48 for 

histopathological evaluation and quantification of collagen and progesterone (P4) levels were 

measured 5 days after AI (D5). The PRE PRP group showed less IUF accumulation than the 

CT group at T6, but all groups exhibited no IUF between T24 and T48. Other parameters did 

not differ significantly between groups. Cytological analysis revealed a high percentage of 

inflammatory cells at T6 in all groups, decreasing in subsequent evaluations. For the CT group, 

the percentage of neutrophils was similar to PT at T24, whereas the other groups reached this 

similarity only by T48. Histopathological evaluation showed marked neutrophilic and 

eosinophilic infiltration in all groups, indicating incomplete resolution of inflammation. In 

phase 2, fertility rates at 14 days post AI (D14) did not significantly differ between groups (CT: 

0%, PRE PRP: 0% and PRE+POST PRP: 10%). In conclusion, PRP treatments were ineffective 

in modulating the uterine inflammatory response and did not enhance fertility in jennies 

inseminated with frozen donkey semen. 

 

Keywords: Endometritis; Asinus; Fertility; Frozen semen; Platelet concentrate. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A endometrite pós-cobertura, embora seja um mecanismo fisiológico transitório do 

sistema reprodutor feminino, pode se tornar persistente, conhecida como endometrite 

persistente pós-cobertura (EPPC), afetando a capacidade de concepção do sêmen ou a 

sobrevivência embrionária, devido a um ambiente uterino impróprio (WATSON, 2000a; 

TROEDSSON et al., 2001; LE BLANC & CAUSEY, 2009; KATILA, 2012). Este processo é 

mais frequente em fêmeas equídeas inseminadas com sêmen criopreservado em comparação ao 

sêmen fresco e refrigerado, devido à maior imunogenicidade ocasionada por componentes 

alergênicos nos diluentes de congelação, como os crioprotetores, e pela ausência de plasma 

seminal (KOTILAINEN et al., 1994; WATSON, 2000b; TROEDSSON et al., 2001; FIALA et 

al., 2007; KATILA, 2012; CAZALES et al., 2018). Além disso, fatores relacionados ao sistema 

reprodutor feminino que prejudicam a depuração mecânica e a resposta imune podem facilitar 

a persistência da inflamação, como uma conformação vulvar inadequada, maior inclinação 

vestíbulo-vaginal, incompetência cervical, contratilidade uterina deficiente, dentre outros 

(TROEDSSON, 1999; MAISCHBERGER et al., 2008; LE BLANC & CAUSEY, 2009; 

WOODWARD et al., 2012; WOODWARD et al., 2013; MORRIS et al., 2020). 

Já foi demonstrado que a resposta inflamatória uterina após inseminação artificial com 

sêmen criopreservado é mais intensa e prolongada em jumentas do que em éguas (COSTA et 

al., 2023), o que pode explicar as diferentes taxas de fertilidade entre essas duas espécies quando 

inseminadas com sêmen asinino criopreservado (0-28% em jumentas versus 36-54,55% em 

éguas) (TRIMECHE et al., 1998; OLIVEIRA et al., 2006; VIDAMENT et al., 2009; CANISSO 

et al., 2011; DIAZ-JIMENEZ et al., 2021; COSTA et al., 2023). Esses resultados limitam o uso 

comercial de sêmen congelado, a dispersão de material genético e a conservação de material 

genético dessa espécie, o que é preocupante dada a atual redução da população de asininos em 

nível global, devido ao abate clandestino indiscriminado, dado ao interesse comercial por sua 

pele e subprodutos, e à substituição desses animais por máquinas em atividades agrícolas 

(KUGLER et al., 2008; CARNEIRO et al., 2018). 

Diante desse contexto, estratégias e terapias para reduzir a resposta inflamatória uterina 

após inseminação artificial com sêmen congelado poderiam melhorar os índices de fertilidade 

em jumentas, contribuindo para resolver esse desafio na reprodução desses animais. ROTA et 

al. (2012) demonstraram isso ao alcançarem taxas de fertilidade satisfatórias em jumentas 

inseminadas com sêmen asinino criopreservado (61,5%), empregando uma abordagem que 

envolveu a adição de plasma seminal ao sêmen descongelado, seguida de lavagens uterinas pós-
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inseminação. No entanto, esses resultados não foram consistentemente replicados por outros 

grupos de pesquisa. 

O Plasma Rico em Plaquetas (PRP) é uma terapia conhecida por suas propriedades 

imunomoduladoras, analgésicas, anti-inflamatórias e de estímulo à cicatrização e regeneração 

tecidual (MARX, 2001; ANITUA et al., 2004; MARX, 2004; ALVES & GRIMALT, 2017). 

Em estudos com equinos, o PRP demonstrou regular negativamente os transcritos endometriais 

para as interleucinas inflamatórias IL-1β, IL-6 e CXCL-8 (METCALF et al., 2012 e 

SEGABINAZZI et al., 2017), resultando em redução de PMNs (REGHINI et al., 2016; 

SEGABINAZZI et al, 2017; SEGABINAZZI et al, 2021; ANDINO et al., 2023) e de líquido 

intrauterino pós inseminação artificial (METCALF, 2014; REGHINI et al., 2016; 

SEGABINAZZI et al, 2021), incremento das taxas de fertilidade (METCALF, 2014; 

SEGABINAZZI et al., 2017) e da porcentagem de embriões recuperados por lavagem e por 

número de ovulações (SEGABINAZZI et al., 2021).  

Na espécie asinina, FANTINI et al. (2021) obtiveram sucesso no tratamento de duas 

jumentas diagnosticadas com endometrite crônica (classificadas como 2B na classificação 

histológica endometrial de Kenney e Doig de 1986) e inférteis nos últimos dois anos, 

empregando uma única infusão intrauterina de 20 mL de PRP, o que resultou em diagnósticos 

positivos de gestação no ciclo estral subsequente dessas fêmeas. De forma similar, FARGHALI 

et al. (2022) demonstraram que duas infusões intrauterinas de PRP autólogo durante o diestro 

com intervalo de 7 dias, restauraram a aparência normal do endométrio de jumentas com 

endometrite bacteriana aguda, reduziram a inflamação e os isolados bacterianos. No entanto, o 

efeito do PRP em endometrite persistente pós-cobertura em jumentas inseminadas com sêmen 

asinino criopreservado ainda não foi demonstrado.  

Portanto, este estudo tem como objetivo avaliar o efeito da infusão intrauterina de PRP 

como uma potencial terapia para modular a resposta inflamatória e melhorar as taxas de 

fertilidade em jumentas inseminadas com sêmen asinino criopreservado.  

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Aspectos éticos do estudo 

 O estudo foi conduzido de acordo com as normas estabelecidas pelo Conselho Nacional 

de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) e aprovado pela Comissão de Ética no Uso 

de Animais de Produção da Universidade Federal de Viçosa (CEUAP-UFV), conforme 

protocolo 25/2021. 
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2.2. Animais e local de pesquisa 

A pesquisa foi realizada na Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensão em Equideocultura 

do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Viçosa, campus Viçosa - MG 

(Latitude 20° 44’ 58” S e Longitude 42° 51’ 10” O), durante o ano de 2023. 

Foram selecionadas para o estudo 11 fêmeas, idade entre 5 e 15 anos, com citologia 

uterina negativa durante o estro (<5% de PMN), conforme descrito por BROOK, 1993) e 

ausência de líquido intrauterino. As onze jumentas participaram de duas fases experimentais, 

porém um animal foi excluído do experimento durante a fase 2. Os animais foram mantidos a 

pasto (capim Paspalum notatum) sob luz natural e receberam ração balanceada, capim picado 

(Pennisetun purpureum cv. Cameron), água e sal mineral ad libitum.  

2.3. Delineamento experimental 

Foram utilizados 65 ciclos estrais, 6 ciclos de cada jumenta, para avaliação dos grupos 

controle (CT, n=22) e dos grupos com tratamento local com PRP PRÉ (tratamento antes da IA, 

n=22) e PRP PRÉ+PÓS (tratamento antes e após a IA, n=22), como esquematizado abaixo 

(Figura 1). Assim, cada jumenta contribuiu com dois ciclos estrais para cada grupo avaliado, 

sendo que um dos ciclos foi utilizado para avaliações focadas na resposta inflamatória uterina 

(fase experimental 1) e o outro ciclo estral foi utilizado para avaliação da fertilidade (fase 

experimental 2).  

Portanto, foi realizado um estudo em delineamento do tipo crossover, em que todas as 

jumentas passaram por todos os tratamentos avaliados. A ordem dos tratamentos avaliados por 

ciclo estral de cada fêmea, foi designada de forma randômica.  

 

Grupos de cada fase experimental  

✓ CT (Controle): Sem tratamento com PRP. 

✓ PRP PRÉ (PRP antes da IA): Infusão de PRP 30h após a indução da ovulação (6 a 18h 

antes da IA). 

✓ PRP PRÉ+PÓS (PRP antes e após a IA): Primeira infusão de PRP 30h após a indução 

da ovulação (6 a 18h antes da IA) e segunda infusão de PRP 4h após a IA. 

 

Fase experimental I 

Foram utilizados 33 ciclos estrais, sendo 3 de cada fêmea asinina para cada protocolo 

de tratamento avaliado, além do ciclo controle: grupo CT (n=11), grupos PRP PRÉ (n=11) e 

PRP PRÉ+PÓS (n=11).  
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Em cada ciclo, a inseminação artificial (IA) com sêmen asinino criopreservado foi 

realizada imediatamente após detecção da ovulação (T0). Realizou-se avaliações de 

ultrassonografia (modo B e modo Doppler) e citologia uterina nos tempos TP (30h após a 

indução da ovulação, previamente à IA e ao tratamento com PRP), T6 (6 horas após IA), T24 

(24 horas após IA) e T48 (48 horas após IA) e biópsia uterina no tempo T48. Além disso, 5 dias 

após a ovulação (D5), o sangue foi coletado para dosagem de progesterona sérica e foi 

administrado 5 mg de Lutalyse® (Dinoprost Trometamina 5 mg/mL, Zoetis®, SP/Brasil), via 

intramuscular, para induzir a luteólise (Figura 3).  
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Figura 3. Delineamento da fase experimental 1. TP: momento prévio à IA e ao tratamento com PRP. 
T0: momento da IA. T6: 6 horas após IA. T24: 24 horas após IA. T48: 48 horas após IA. D5: 5 dias após 
a IA. PRP: plasma rico em plaquetas. IA: inseminação artificial. US: ultrassonografia. 

 

Fase experimental II  

Foram utilizados 32 ciclos estrais de um total de 11 jumentas. O grupo CT (n=11) foi 

atribuído ao controle e os grupos PRP PRÉ (n=11) e PRP PRÉ+PÓS (n=10) apresentaram 

tratamento local com PRP. Em cada ciclo, realizou-se a inseminação artificial (IA) com sêmen 

asinino criopreservado imediatamente após detecção da ovulação (T0) e o diagnóstico de 

gestação foi realizado aos 14 dias após a ovulação (D14), utilizando US modo B (Figura 4). 
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Figura 4. Delineamento da fase experimental 2. TP: momento prévio à IA e ao tratamento com PRP. 
T0: momento da IA. D14: 14 dias após a IA. PRP: plasma rico em plaquetas. IA: inseminação artificial. 
DG: Diagnóstico de gestação. 

 

2.4. Congelamento do sêmen 

Posteriormente à estabilização das reservas extra gonadais, iniciaram-se as coletas das 

amostras seminais utilizando vagina artificial modelo Botucatu (Botupharma®, Botucatu/SP, 

Brasil). Após estimulação dos machos pela presença de jumentas em cio, foi realizada a coleta 

em manequim artificial. Posteriormente, o sêmen foi filtrado em filtro de Nylon para remoção 

da fração gel e sujidades. Apenas ejaculados que apresentaram motilidade total ≥ 70% e vigor 

≥ 3 foram utilizados. 

O sêmen avaliado foi diluído na proporção 1:1 em diluente comercial a base de leite 

desnatado Botu-sêmen® (Botupharma®, Botucatu/SP, Brasil) e centrifugado a 600×g por 10 
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minutos. O sobrenadante foi desprezado e o pellet de espermatozoides ressuspenso em diluente 

comercial a base de gema de ovo Botu-Crio® (Botupharma®, Botucatu/SP, Brasil), obtendo 

concentração de 200×106 espermatozoides/mL. As amostras ressuspendidas foram envasadas 

em palhetas de 0,5 mL, contendo 100×106 espermatozoides por palheta, e resfriadas à 5º C por 

20 minutos em geladeira automática digital (Minitub®, Porto Alegre/RS, Brasil), iniciando-se 

assim a fase de estabilização da curva de congelamento. Após o resfriamento e utilizando uma 

caixa isotérmica preenchida com nitrogênio líquido (N2), as palhetas inicialmente tiveram 

contato com o vapor do nitrogênio por 20 minutos e, posteriormente, foram imersas em 

nitrogênio e armazenadas em botijões criogênicos (PAPA et al., 2008).  

 

2.5. Controle do ciclo estral e inseminação artificial 
As jumentas foram examinadas diariamente por palpação transretal e ultrassonografia 

(Ultrassom modelo Z5VET Mindray®, China) para acompanhamento do ciclo estral por meio 

da avaliação do tônus uterino, abertura de cérvix, edema endometrial, presença de corpo lúteo 

e presença e tamanho de folículos. Além disso, a apresentação de sinais característicos de cio, 

como micção frequente, inquietude, mastigação, montagem sobre outras jumentas, 

imobilização na presença do macho e orelhas caídas, foram observados. 

A partir destas avaliações, em cada ciclo estral quando um folículo ≥ 29 mm de diâmetro 

era identificado, em associação à presença de edema uterina e à demonstração de sinais de cio, 

realizou-se a indução da ovulação com aplicação intramuscular (IM) de 250 μg de Strelin® 

(Histrelina 250 μg/mL, Botupharma®, Botucatu/SP, Brasil), conforme OLIVEIRA et al. (2019). 

Após 30 horas do momento da indução, as jumentas foram examinadas a cada 6 horas até 

detecção da ovulação ou até completar 48 horas da indução. Assim, ciclos em que os animais 

ovularam antes ou depois do intervalo estipulado (antes de 30h e após 48h da indução) foram 

excluídos e o ciclo seguinte foi utilizado. 

A inseminação artificial com sêmen congelado foi realizada quando identificada a 

ovulação, mediante palpação e ultrassonografia transretal, utilizando-se dose inseminante de 1 

bilhão de espermatozoides, conforme descrito por OLIVEIRA et al. (2016). Para isso, 10 

palhetas (3 palhetas de cada um dos 3 jumentos e 1 palheta aleatória) foram descongeladas em 

banho-maria à 37°C por 30 segundos, conforme ROTA et al. (2012). O sêmen descongelado, 

apresentando motilidade total ≥ 30% e vigor ≥ 2, era depositado no corno uterino ipsilateral à 

ovulação, utilizando uma pipeta flexível de ponta romba (Minitube®, Porto Alegre/RS, Brasil).  
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2.6. Preparação do plasma rico em plaquetas (PRP) 

O protocolo utilizado para obtenção do PRP foi o método descrito por FARGHALI 

(2022) modificado. Para cada infusão com PRP, 60 mL de sangue foi coletado da veia jugular 

externa da fêmea asinina, acondicionado em tubos tipo falcon contendo 3,2% de citrato de sódio 

e submetido à primeira centrifugação a 250×g por 10 minutos. Logo após a separação do plasma 

sanguíneo, o mesmo foi acondicionado em tubos tipo falcon sem anticoagulante e centrifugados 

pela segunda vez a 2.000×g por 10 minutos. Posteriormente, 2/3 do sobrenadante da superfície 

foi descartado e o 1/3 final foi considerado PRP. A contagem das plaquetas foi feita pelo método 

manual, através Câmara de Neubauer, preenchida com uma amostra do PRP diluída em solução 

Rees-Ecker (diluição 1:50) e colocada previamente em câmara úmida por 20 minutos para 

sedimentação antes da contagem. 

Cada tratamento local foi realizado utilizando 10 mL de PRP, contendo concentração 

plaquetária mínima de 700×103 plaquetas/μL, depositado no corpo uterino com o auxílio de 

pipeta de inseminação convencional (TNB Brasil®, Garça/SP, Brasil) coberta com uma 

camisinha sanitária plástica estéril (IMV Technologies®, Campinas/SP, Brasil). O momento da 

administração do PRP diferiu entre os tratamentos, ocorrendo uma ou duas infusões 

intrauterinas, antes ou antes e após a inseminação artificial, como demonstrado no item anterior. 

 

 

Figura 5. Protocolo para preparação do plasma rico em plaquetas (PRP) utilizado no presente estudo. 

 

2.7.  Avaliações 

2.7.1. Edema endometrial, líquido intrauterino e perfusão sanguínea uterina 

As avaliações ultrassonográficas foram realizadas nos tempos P, T6, T24 e T48 durante 

os grupos da fase 1, como mencionado anteriormente, utilizando aparelho modelo Z5VET® 
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(Mindray Medical International Limited, China) equipado com transdutor linear de (6 - 8 MHz) 

e Doppler (modos colorido e espectral). As imagens em escala de cinza foram produzidas em 

frequência de 7,5 MHz com ganho de 90% e as imagens em modo colorido em frequência de 

5,7 MHz com ganho de 70% e frequência de repetição de pulso de 0,7 kHz. 

Após a palpação transretal para identificação das estruturas do aparelho reprodutor, 

realizou-se a avaliação ultrassonográfica em modo B. Nesta avaliação, identificava-se, de forma 

subjetiva, a presença de edema endometrial, classificado de 0 a 4 – sendo grau 0 considerado 

sem edema, 1 edema discreto, 2 edema moderado, 3 edema abundante e 4 edema exacerbado – 

e a presença de fluido no lúmen uterino classificado em ausente (grau 0), escasso (grau 1), 

moderado (grau 2) e abundante (grau 3) (GINTHER, 1992; GASTAL e GINTHER, 1998). 

O modo Doppler colorido foi utilizado para avaliação da perfusão vascular do 

endométrio, realizada de forma objetiva (SILVA e GINTHER, 2006), através da obtenção de 

dois vídeos de cada região do útero (corpo, corno direito e corno esquerdo). De cada vídeo, foi 

extraída uma imagem que apresentasse maior vascularização através do programa Adobe 

Premier Pro CC 2022 (Adobe Systems®, San Jose, CA). As imagens extraídas foram 

posteriormente processadas no programa Adobe Photoshop CC 2022 (Adobe Systems®, San 

Jose, CA) para obtenção da área total da região uterina (pixels em escala de cinza + pixels 

coloridos das secções uterinas avaliadas), área de pixels coloridos e, posteriormente, a relação 

da porcentagem de pixels em relação à área total da secção, utilizada como como indicador da 

vascularização uterina. 

 

2.7.2. Citologia esfoliativa endometrial 

As coletas de material para avaliação citológica endometrial foram realizadas nos 

tempos P, T6, T24 e T48 durante os grupos da fase 1, como demonstrado anteriormente. Para 

a coleta das amostras, foi utilizada uma escova ginecológica descartável e estéril (ABSORVE, 

CRAL®, São Paulo/SP, Brasil), duplamente protegida por uma pipeta estéril e uma camisinha 

sanitária plástica estéril (IMV Technologies®, Campinas/SP, Brasil). 

As lâminas foram preparadas após a coleta, secas ao ar e coradas com kit Panótico 

Rápido (Laborclin®, Rio de Janeiro/RJ, Brasil). As lâminas foram montadas em Entellan® e a 

leitura foi realizada através de um microscópio óptico de luz em aumento de 400x, através da 

contagem de 200 células totais, gerando uma porcentagem de cada tipo celular e a porcentagem 

de células inflamatórias (neutrófilos, macrófagos, eosinófilos, linfócitos e basófilos) em relação 

às células endometriais (REGHINI, 2013). Seguiu-se a classificação do grau de inflamação de 
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acordo com BROOK (1993): inflamação ausente (<5%), inflamação leve (5 a 15%), inflamação 

moderada (15 a 30%) e inflamação grave (≥30%). 
 

2.7.3. Biópsia endometrial para histopatologia e quantificação de colágeno 

A coleta de material para avaliação de histopatologia e quantificação de colágeno foi 

realizada no tempo T48 em todos os grupos da fase 1. Uma pinça de biópsia (Botupharma®, 

Botucatu/SP, Brasil), coberta com uma camisinha sanitária plástica (IMV Technologies®, 

Campinas/SP, Brasil) foi introduzida no lúmen uterino para coletar um pequeno fragmento do 

endométrio da região do corpo, o qual foi acondicionado em solução de formalina tamponada 

à 10% por 24 horas para fixação e posteriormente armazenado em álcool 70%. Posteriormente, 

as amostras foram seccionadas em cortes histológicos de 5 μm de espessura, distribuídas em 

lâminas e coradas com Hematoxilina e Eosina (HE) para avaliação histopatológica e Picro 

Sirius Red (PSR) para a identificação e quantificação do colágeno. A avaliação das lâminas foi 

realizada às cegas quanto a identidade das amostras e a natureza dos grupos por um técnico 

experiente.  

As lâminas de histopatologia foram avaliadas em microscópio de luz (400×) para 

avaliação geral do tecido uterino, através da observação das alterações inflamatórias e 

determinação do grau de fibrose. Os neutrófilos foram avaliados em cinco campos de cada 

estrato (compacto e esponjoso), escolhidos aleatoriamente para contagem dos mesmos. A 

avaliação do infiltrado de eosinófilos e linfócitos foi realizada através da classificação da de 

cada célula em escore, variando de 0 a 4, sendo 0 ausência, 1 discreto, 2 discreto a moderado, 

3 moderado e 4 severo (PIMENTEL et al., 1989). 

Para determinação do grau de fibrose, as lâminas histopatológicas foram analisadas de 

maneira cega pelo histopatologista, observando o processo degenerativo e classificadas em 

quatro graus: Grau 1, sem fibrose periglandular ou ninhos; Grau 2, leve endometrose com 

fibrose periglandular difusa, com 1-3 camadas, >2 ninhos por campo e poucas lacunas 

linfáticas; Grau 3, fibrose periglandular difusa com 5-10 camadas, 2-4 ninhos por campo e 

presença ocasional de lacunas linfáticas; Grau 4, endometrose grave apresentando fibrose 

periglandular difusa com 10 ou mais camadas, com >4 ninhos e muitas lacunas linfáticas, 

conforme descrito por KENNEY & DOIG (1986), modificado por SCHOON et al. (1992). 

Para a quantificação do colágeno, cinco imagens digitais de cada amostra foram 

capturadas em alta resolução (5.0 megapixels) com auxílio do microscópio óptico (Leipzig) 

conectado a câmera digital com conexão USB Moticam com sensores CMOS processado pelo 

software Motic images plus 2.0 em magnificação 100x. As imagens capturadas e utilizadas no 
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estudo foram realizadas de forma aleatória e sem sobreposição. Em seguida, a técnica de análise 

e quantificação morfométrica das imagens digitais coradas com PSR foi realizada através do 

software ImageJ 1.52 em quatro etapas bem definidas: ajuste das imagens de pixel para 

micrometros, conversão para a grayscale, delimitação do colágeno corado em vermelho usando 

o ícone Threshold e por fim, quantificação da área determinada pelo Thereshold. Com as 

imagens já calibradas em micrômetros, o comando RGB Stack foi utilizado para dividir as 

imagens em canais vermelho, verde e azul. No entanto, todas as análises foram realizadas no 

canal verde, pois apresentou o melhor contraste para as avaliações. Desta forma, a partir da 

ferramenta Threshold, realizou-se a delimitação da área de colágeno e mensuração desta área 

em razão da área total da imagem, obtendo a porcentagem da área de colágeno (CENTENO, 

2019). 

 

2.7.4. Concentração de progesterona 

Cinco dias após a ovulação/inseminação artificial (D5) em todos os grupos da fase 1, 10 

mL de sangue foram coletados da veia jugular em tubos não heparinizados utilizando agulha 

para coleta múltipla de sangue a vácuo. O sangue coletado foi centrifugado em 2.200×g por 10 

minutos e o soro foi armazenado em tubos de 1,5 mL a -20ºC até avaliação. 

A concentração sérica de P4 foi determinada por radioimunoensaio, usando um kit 

comercial RIA de progesterona (Beckman Coulter do Brasil, São Paulo/SP, Brasil) no 

Laboratório de Endocrinologia da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA, 

Brasília/DF, Brasil), seguindo os procedimentos descritos por VIANA et al. (2013). Os 

coeficientes de variação intraensaio e interensaio foram de 6,4% e 2,3%, respectivamente, e a 

sensibilidade foi de 0,04 ng/mL. 

 

2.7.5. Diagnóstico de gestação 

Durante a fase 2, a ultrassonografia também foi utilizada para diagnóstico de gestação 

(DG) aos 14 dias após a ovulação para obtenção da taxa de fertilidade. O diagnóstico foi 

considerado positivo ao visualizar a vesícula embrionária após escaneamento de toda extensão 

uterina. Caso o resultado no D14 fosse a negativo, repetia-se a avaliação após dois dias (D16) 

para confirmação. Após o exame, foi administrado 5 mg de Lutalyse® (Dinoprost Trometamina 

5 mg/mL, Zoetis®, SP/Brasil), via intramuscular, para promover a luteólise, reiniciando a fase 

do estro. O resultado da taxa de fertilidade foi obtido a partir da razão entre a quantidade de 

diagnósticos de gestação avaliados em positivos com o número de ciclos realizados em cada 

grupo.  
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2.8.  Análises estatísticas 

Distribuição normal dos dados foi determinada com o teste de Shapiro-wilk. Dados que 

não apresentaram distribuição normal foram transformados em escala logarítmica (Log10). 

Uma análise de inferência para modelos mistos lineares generalizados (GLMMs) (Proc 

Glimmix) foi utilizada para comparar a média entre os grupos CT, PRP PRÉ e PRP PRÉ+PÓS 

das variáveis: corno inseminado, corno não inseminado, corpo uterino, células inflamatórias e 

neutrófilos.  As matrizes de covariância foram escolhidas a partir dos critérios de informação 

de AIC (Akaike’s Information Criterion), AICC (Consistent Akaike’s Information Criterion) e 

BIC (Bayesian Information Criterion). Como efeitos fixos foram considerados o grupo (G), 

tempo (T) e a sua interação (G*T). O comando PDIFF foi utilizado para comparar as médias 

ajustado com o teste post hoc de Tukey. As comparações entre as médias dos grupos CT, PRP 

PRÉ e PRP PRÉ+PÓS das variáveis neutrófilos no estrato compacto, área de colágeno e 

concentração de progesterona foram realizadas utilizando o teste ANOVA. Os resultados são 

mostrados como média ± erro padrão da média (EPM). Diferença estatística significativa foi 

considerada quando p < 0,05.  

As variáveis: líquido uterino, edema endometrial, eosinófilos, monócitos, linfócitos, 

basófilos, neutrófilos do estrato esponjoso e fibrose foram analisadas utilizando o teste não 

paramétrico de Friedman (comparação dentro do grupo ao longo do tempo) e Kruskal-Wallis 

(comparação entre os grupos no mesmo tempo). Os resultados são mostrados como mediana 

(Q1 e Q3). Diferença estatística significativa foi considerada quando p < 0,05.  

A taxa de prenhez foi comparada entre os grupos utilizando o teste de qui-quadrado com 

ajuste de Fisher. Os resultados são mostrados em percentual. Diferença estatística significativa 

foi considerada quando p < 0,05. A análise estatística foi realizada utilizando o pacote SAS 

(https://welcome.oda.sas.com/) e GraphPad Prism Versão 9.3.0. 

 

 

3. RESULTADOS 

 

3.1. Edema endometrial e líquido intrauterino 

Os resultados obtidos para a avaliação de edema endometrial estão descritos na Tabela 

3. Os escores de edema endometrial não foram diferentes entre os grupos CT, PRP PRÉ e PRP 

PRÉ+PÓS em todos os tempos avaliados (p>0,05). Porém, houveram diferenças significativas 

do parâmetro ao longo do tempo dentro de cada grupo. Os grupos CT e PRP PRÉ+PÓS 

apresentaram redução do edema a partir do tempo 24 em relação ao momento do pico 
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inflamatório (T6) (p<0,05), passando de um edema moderado a um edema discreto-moderado. 

Já no grupo PRP PRÉ, a redução do edema em relação ao T6 ocorreu apenas no T48 (p<0,05). 

Apesar disso, todos os tempos avaliados apresentaram valor de edema similar em relação ao 

tempo controle (TP) (p>0,05). 
 

 
Tabela 3. Medianas e intervalos interquartis dos escores de edema endometrial e de líquido intrauterino 
das jumentas, avaliados previamente à IA e ao tratamento (TP) e após 6, 24 e 48 horas da IA com sêmen 
asinino congelado nos grupos CT, PRP PRÉ e PRP PRÉ+PÓS. 

Variável Tempo 
Grupo 

CT PRP PRÉ  PRP PRÉ+PÓS 

Edema 
endometrial 

TP 1.5 (1 - 1.5)AB 1.5 (1 - 2)AB 1.5 (1.5 - 2)AB 

T6 2 (1.5 - 3)A 2.5 (2 - 2.5)A 2 (2 - 3)A 

T24 1.5 (1 - 1.5)B 1.5 (1 - 1.5)AB 1.5 (1 - 1.5)B 

T48 1 (0.5 - 1)B 1 (1)B 1 (1 - 1.5)B 
     

Líquido 
intrauterino 

TP 0 (0)B 0 (0)B 0 (0)B 

T6 2 (1 - 2)Aa 1 (0.5 - 1)Ab 1 (1 - 2)Aab 

T24 0.5 (0 - 1)AB 0 (0 - 0.5)AB 0 (0 - 0.5)B 

T48 0 (0)B 0 (0)B 0 (0)B 
Escores de edema – 0: ausente; 1: discreto; 2: moderado; 3: abundante; 4: exacerbado. Escores de LIU 
- 0: ausente; 1: escasso; 2: moderado; 4: abundante. Letras maiúsculas diferentes indicam diferença 
estatística na mesma coluna (p<0,05). Letras minúsculas diferentes indicam diferença estatística na 
mesma linha (p<0,05).  
 

Em relação a classificação dos escores de líquido intrauterino (LIU), indicados na 

Tabela 3, todos os grupos iniciaram as avaliações no TP com escore nulo para LIU, indicando 

ausência do mesmo. No tempo subsequente (T6), momento do pico inflamatório, observou-se 

maior acúmulo de LIU no grupo CT (líquido moderado) em comparação ao grupo PRP PRÉ 

(líquido escasso) (p<0,05) e o grupo PRP PRÉ+PÓS não diferiu dos demais grupos neste tempo 

de avaliação. Também não foram observadas diferenças entre CT, PRP PRÉ e PRP PRÉ+PÓS 

(p>0,05) quanto ao LIU nos demais tempos avaliados.  

Quando os grupos foram avaliados individualmente, comparando-se o escore de LIU 

entre os tempos dentro de cada tratamento, diferenças foram notadas. Após a IA e tratamento 

com PRP, o acúmulo de LIU aumentou para escasso (grupos PRP PRÉ e PRP PRÉ+PÓS) e 

moderado (grupo CT) no T6 (p<0,005) em relação ao TP. Entre 24 e 48 horas após a IA, o 

escore de LIU reduziu em todos os grupos até esse parâmetro não ser mais observado, se 

igualando a TP (p>0,05). No entanto, no grupo PRP PRÉ+PÓS o LIU reduziu já no T24 e nos 

demais grupos (CT e PRP PRÉ) esse parâmetro só se igualou ao TP no T48.  
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3.2. Área total da região uterina e perfusão sanguínea uterina 

A área total (mm2) (escala de cinza) exibiu efeito do tempo para as regiões de corno 

inseminado (p=0,041) e corno não inseminado (p=0,0458). Entretanto, não foram observadas 

diferenças significativas (p>0,05) entre grupos (Figuras 6A, 6B e 6C) e entre tempos (Figuras 

6D, 6E e 6F) para as avaliações de corpo uterino, corno inseminado e corno não inseminado. 

 

 
Figura 6. Médias e erros-padrão da área total (mm2) (escala de cinza) avaliada previamente à IA e ao 
tratamento (TP) e após 6, 24 e 48 horas da IA com sêmen asinino congelado nos grupos CT, PRP PRÉ 
e PRP PRÉ+PÓS. Comparação entre grupos das regiões de corno inseminado (A), corno não inseminado 
(B) e corpo uterino (C). Comparação entre tempos dentro do mesmo grupo das regiões de corno 
inseminado (D), corno não inseminado (E) e corpo uterino (F). A faixa cinza indica o momento da IA. 
G: Grupo. T: Tempo. 

 

Os resultados obtidos para a avaliação de porcentagem de pixels coloridos estão 

demonstrados na Figura 7. Este parâmetro apresentou efeito do tempo para as regiões de corno 

inseminado (p<0,0001), corno não inseminado (p=0,0294) e corpo uterino (p<0,0001). Não 
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foram observadas diferenças estatísticas significativas (p>0,05) nas avaliações de porcentagem 

de pixels coloridos no corpo uterino, corno inseminado e corno não inseminado na comparação 

entre os grupos (Figuras 7A, 7B e 7C).  

 

 

Figura 7. Médias e erros-padrão da porcentagem da área de pixels coloridos (vascularização) avaliada 
previamente à IA e ao tratamento (TP) e após 6, 24 e 48 horas da IA com sêmen asinino congelado nos 
grupos CT, PRP PRÉ e PRP PRÉ+PÓS. Comparação entre grupos das regiões de corno inseminado (A), 
corno não inseminado (B) e corpo uterino (C). Comparação entre tempos dentro do mesmo grupo das 
regiões de corno inseminado (D), corno não inseminado (E) e corpo uterino (F). Letras maiúsculas 
diferentes indicam diferença estatística entre tempos dentro do mesmo grupo (p<0,05). A faixa cinza 
indica o momento da IA. G: Grupo. T: Tempo. 

 

A Figura 7D demonstra diferenças ao longo do tempo dentro de cada grupo no corno 

inseminado. A porcentagem de pixels coloridos aumentou no T6 em todos os grupos (CT: 8,17 
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± 0,85%; PRP PRÉ: 9,96 ± 0,85%; PRP PRÉ+PÓS: 9,56 ± 0,85%) em relação ao tempo controle 

TP (CT: 4,02 ± 0,85%; PRP PRÉ: 4,79 ± 0,85%; PRP PRÉ+PÓS: 4,21 ± 0,85%) (p<0,05). No 

T48 a vascularização reduziu em relação ao tempo T6 nos dois grupos tratados com PRP, mas 

ainda permaneceu similar entre esses dois tempos no grupo CT, ainda que todos os grupos 

apresentassem valores similares de vascularização no T48 em relação ao TP (Figura 7D).  

Na região corpo uterino também foram observadas diferenças ao longo do tempo nos os 

grupos CT e PRP PRÉ. Em ambos os grupos, maior porcentagem de pixels coloridos no T6 

(CT: 7,68 ± 0,78%; PRP PRÉ: 7,59 ± 0,78%; PRP PRÉ+PÓS: 6,49 ± 0,78%) foi observada em 

relação ao TP (CT: 3,64 ± 0,78%; PRP PRÉ: 3,16 ± 0,78%; PRP PRÉ+PÓS: 3,82 ± 0,78%). 

Além disso, a perfusão sanguínea nos tempos 24 e 48 apresentaram valores similares ao T6 e 

ao TP (p>0,05). Entretanto, não foram observadas diferenças ao longo do tempo no grupo PRP 

PRÉ+PÓS (Figura 7F).  

No corno não inseminado não foram observadas diferenças entre os tempos de avaliação 

dentro de cada grupo (p=0,0294) (Figura 7E). 

 

 

3.3. Citologia esfoliativa endometrial 
As porcentagens de células inflamatórias e neutrófilos exibiram efeito do tempo 

(p<0,0001). Não foram observadas diferenças quanto à porcentagem geral de células 

inflamatórias (Figura 8A), bem como quanto às porcentagens individuais dos perfis celulares 

(neutrófilos, eosinófilos, monócitos, linfócitos e basófilos) (Figura 8B e Tabela 4) encontrados 

entre os grupos CT, PRP PRÉ e PRP PRÉ+PÓS (p>0,05).  

Os grupos CT, PRP PRÉ e PRP PRÉ+PÓS apresentaram no TP porcentagens de células 

inflamatórias similares (1,97 ± 3,45%, 2,79 ± 3,6% e 1,98 ± 3,45%, respectivamente) (p>0,05). 

No pico inflamatório (T6), observou-se aumento das células inflamatórias, atingindo 

inflamação severa em todos os grupos (CT: 63,57 ± 3,45%; PRP PRÉ: 56,59 ± 3,62%; PRP 

PRÉ+PÓS: 49,93 ± 3,45%), em comparação ao TP (p<0,05). Posteriormente, houve redução 

significativa desses valores nos tempos 24 (CT: 19,69 ± 3,62%, PRP PRÉ: 22,27 ± 3,45% e 

PRP PRÉ+PÓS: 25,84 ± 3,45%) e 48 (CT: 13,27 ± 3,45%, PRP PRÉ: 11,49 ± 3,45% e PRP 

PRÉ+PÓS: 10,032 ± 3,45%) (p<0,05), sendo que o T48 apresentou valores similares ao TP 

(p>0,05) em todos os grupos (Figura 8C).   

Em relação ao comportamento do perfil de neutrófilos (Figura 8D), foi observada 

tendência de maior porcentagem desta célula no grupo CT em relação ao grupo PRP PRÉ+PÓS 

no T6 (p=0,0907). Os grupos CT, PRP PRÉ e PRP PRÉ+PÓS apresentaram no tempo TP 
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porcentagens de neutrófilos similares (1,56 ± 3,19%, 2,35 ± 3,35% e 1,72 ± 3,19, 

respectivamente) (p>0,05). Observou-se elevação do nível de neutrófilos no T6 (CT: 61,08 ± 

3,19%; PRP PRÉ: 51,99 ± 3,35%; PRP PRÉ+PÓS: 47,01 ± 3,19%) em comparação ao TP 

(p<0,05), em todos os grupos, e redução significativa nos tempos 24 (CT: 16,58 ± 3,35%, PRP 

PRÉ: 18,69 ± 3,19% e PRP PRÉ+PÓS: 22,35 ± 3,19%) e 48 (CT: 11,38 ± 3,19%, PRP PRÉ: 

10,55 ± 3,19% e PRP PRÉ+PÓS: 9,22 ± 3,19%) (p<0,05). Porém, enquanto nos grupos PRP 

PRÉ e PRP PRÉ+PÓS a porcentagem de neutrófilos apresentou valores similares ao TP 

somente no T48 (p>0,05), no grupo CT esta similaridade já ocorreu no tempo 24. 

 

 

Figura 8. Médias e erros-padrão da porcentagem de células inflamatórias totais e neutrófilos avaliadas 
previamente à IA e ao tratamento (TP) e após 6, 24 e 48 horas da IA com sêmen asinino congelado nos 
grupos CT, PRP PRÉ e PRP PRÉ+PÓS. Comparação entre grupos da porcentagem de células 
inflamatórias totais (A) e neutrófilos (B). Comparação entre tempos dentro do mesmo grupo da 
porcentagem de células inflamatórias totais (C) e neutrófilos (D). Letras maiúsculas diferentes indicam 
diferença estatística entre tempos dentro do mesmo grupo (p<0,05). A faixa cinza indica o momento da 
IA. G: Grupo. T: Tempo. 

 

A Tabela 4 mostra o comportamento do perfil de eosinófilos, monócitos, linfócitos e 

basófilos. A porcentagem de eosinófilos foi maior no T6 em relação ao TP (p<0,05) no grupo 

PRP PRÉ e em relação aos tempos P e 48 (p<0,05) no grupo PRP PRÉ+PÓS. No grupo CT não 

foram identificadas diferenças ao longo do tempo (p>0,05).  

A 

B 

C 

D 
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A quantidade de monócitos apresentou diferença ao longo do tempo em todos os grupos. 

No CT, houve aumento de monócitos no T24 em relação ao TP. No grupo PRP PRÉ, a elevação 

da porcentagem de monócitos ocorreu no T6, mantendo até o T24, em comparação com os 

tempos P e 48 (p<0,05). No grupo PRP PRÉ+PÓS, a elevação da porcentagem de monócitos 

também ocorreu no T6, mantendo-se superior ao TP até o T24 (p<0,05). O grupo PRP PRÉ 

apresentou maior porcentagem de linfócitos no T24 em comparação ao TP (p<0,05). As 

avaliações de basófilos não diferiram entre os grupos e também ao longo do tempo no mesmo 

grupo (p>0,05). 

 

 

Tabela 4. Medianas e intervalos interquartis da porcentagem de eosinófilos, monócitos, linfócitos e 
basófilos em esfregaços de citologia uterina das jumentas, avaliadas previamente à IA e ao tratamento 
(TP) e após 6, 24 e 48 horas da IA com sêmen asinino congelado nos grupos CT, PRP PRÉ e PRP 
PRÉ+PÓS. 

Variável 
(%) 

Tempo 
Grupo 

CT PRP PRÉ  PRP PRÉ+PÓS 

Eosinófilos 

TP 0 (0 - 0.475) 0 (0)B 0 (0)B 

T6 0.455 (0 - 1.518) 0.5 (0 - 3.985)A 0.97 (0.47 - 2.44)A 

T24 0.485 (0 - 1.07) 0 (0 - 0.48)AB 0 (0 - 0.5)AB 

T48 0 (0 - 0.99) 0 (0 - 0.465)AB 0 (0)B 
     

Monócitos 

TP 0 (0)B 0 (0 - 0.47)B 0 (0 - 0.45)B 

T6 1.225 (0 - 1.858)AB 2.3 (1.445 - 3.055)A 0.97 (0.45 - 2.03)A 

T24 1.495 (0.735 - 2.353)A 2.45 (1.385 - 2.985)A 0.96 (0 - 5.91)A 

T48 0.975 (0.375 - 1.493)AB 0.45 (0 - 0.75)B 0.5 (0 - 0.93)AB 

    

Linfócitos 

TP  0 (0 - 0.125) 0 (0 - 0.465)B  0 (0) 
T6 0 (0 - 0.417) 0.5 (0 - 0.875)AB 0.45 (0 - 0.49) 
T24 0.24 (0 - 1.093) 0.94 (0.225 - 1.435)A 0.49 (0 - 1.74) 
T48 0.24 (0 - 1.11) 0 (0 - 0.725)AB 0 (0 - 0.47) 

     

Basófilos 

TP 0 (0)  0 (0) 0 (0)  
T6 0 (0) 0 (0) 0 (0) 
T24 0 (0 - 0,1225) 0 (0 - 0,225) 0 (0) 
T48 0 (0) 0 (0) 0 (0) 

Letras maiúsculas diferentes indicam diferença estatística na mesma coluna (p<0,05). 
 

 

 



 TP T6 T24 T48 

CT 

    

PRP PRÉ 

    

PRP  

PRÉ+PÓS 

    

Figura 9. Comparação de imagens de citologia uterina de jumentas (aumento 400x) em coletas realizadas antes da IA e tratamento (TP) e após 6, 24 e 48 horas da IA 
com sêmen asinino congelado. 
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3.4. Histopatologia e quantificação de colágeno 
Na avaliação histopatológica, realizada no T48 de cada grupo, obteve-se os resultados 

da contagem de neutrófilos nos estratos compacto (EC) e esponjoso (EE), escore de eosinófilos 

e linfócitos, grau de fibrose e porcentagem da área de colágeno das amostras (Figura 10).  

 

 

Figura 10. Médias e erros-padrão da contagem de neutrófilos no estrato compacto (A) e da porcentagem 
da área de colágeno (F) 48 horas após IA. Medianas e intervalos interquartis da contagem de neutrófilos 
no estrato esponjoso (B) e dos escores de eosinófilos (C), linfócitos (D) e fibrose (E) 48 horas após IA. 
EC: estrato compacto. EE: estrato esponjoso.  

 

As médias das quantidades de neutrófilos contados no EC foram similares (p>0,05) 

entre os grupos CT, PRP PRÉ e PRP PRÉ+PÓS (69,7 ± 16,59, 55.36 ± 13,91 e 37,55 ± 11,76, 

respectivamente), conforme observado na Figura 10A. No EE, não foram encontradas 

diferenças (p>0,05) entre as medianas das contagens de neutrófilos nos grupos CT, PRP PRÉ e 

A B C 

D E F 
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PRP PRÉ+PÓS, que corresponderam a 8,5 (3,5 – 17,5), 6 (3 - 12) e 6 (4 - 9), respectivamente 

(Figura 10B). 

Em relação à avaliação em escores de eosinófilos e linfócitos também não foram 

observadas diferenças estatísticas entre os grupos para as variáveis (p>0,05), como mostram as 

Figuras 10C e 10D, respectivamente. O grupo CT apresentou infiltrado de eosinófilos em grau 

de moderado a severo, escore 3,5 (1,75 – 4), e os grupos PRP PRÉ e PRP PRÉ+PÓS foram 

avaliados com infiltrado em grau severo, escore 4 (2 – 4). A presença de linfócitos foi 

classificada em discreta em todos os grupos, apresentando escore 1 (1 – 2) para o grupo CT e 

escore 1 (1) para os grupos PRP PRÉ e PRP PRÉ+PÓS. 

 

 

Figura 11. Endométrio de jumenta 48 horas após a IA. A: Endométrio praticamente sem alterações 
(100x). B: Infiltração de eosinófilos e neutrófilos severa no estrato compacto (400x). C: Presença de 
fibrose periglandular no estrato compacto (400x). D: Observa-se em amarelo as glândulas e em 
vermelho as fibras colágenas no estrato compacto (100x). Lâminas coradas com Hematoxilina Eosina 
(A, B e C) e Picro Sirius Red (D).

 

Os grupos CT e PRP PRÉ não apresentaram fibrose periglandular ou ninhos, 

correspondendo ao escore 1 (1 – 2), enquanto que o grupo PRP PRÉ+PÓS apresentou fibrose 

periglandular difusa com 1-3 camadas, <2 ninhos por campo e poucas lacunas linfáticas, 

A B 

C D 
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correspondendo ao escore 2 (1,75 – 2). Apesar disto, não foram observadas diferenças 

estatísticas entre os grupos (p>0,05) (Figura 10E). 

A porcentagem da área de colágeno também foi uma variável avaliada a partir da biópsia 

realizada no T48 de cada grupo. As médias deste parâmetro nos os grupos CT, PRP PRÉ e PRP 

PRÉ+PÓS foram iguais a 35,45%, 37,47% e 39,43%, respectivamente, não apresentando 

diferença entre os grupos (p>0,05), como mostra a Figura 10F. 

 
 

3.5. Concentração de progesterona 

Os níveis séricos de progesterona foram similares (p>0,05) entre os grupos CT, PRP 

PRÉ e PRP PRÉ+PÓS (9,52 ± 1,01 ng/mL, 6,89 ± 1,66 ng/mL e 6,02 ± 1,28 ng/mL, 

respectivamente), conforme observado na Figura 12.  

 

Figura 12. Médias e erros-padrão da concentração sérica de progesterona (ng/mL) avaliada 5 dias após 
a inseminação artificial com sêmen asinino congelado nos grupos CT, PRP PRÉ e PRP PRÉ+PÓS. 

 

3.6. Taxa de fertilidade    
Os grupos CT e PRP PRÉ apresentaram 0% (0/11) de taxa de fertilidade, enquanto o 

grupo PRP PRÉ+PÓS apresentou 10% (1/10). Apesar do diagnóstico de uma prenhez positiva 

no grupo PRP PRÉ+PÓS, a taxa de fertilidade não diferiu estatisticamente dos demais grupos 

(p>0,05), como indicado pela Tabela 5.  
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Tabela 5. Médias e erros-padrão da taxa de fertilidade (%) aos 14 dias após inseminação artificial com 
sêmen asinino congelado entre os grupos CT, PRP PRÉ e PRP PRÉ+PÓS. 

Taxa de fertilidade 

Tempo 
Grupo 

CT PRP PRÉ  PRP PRÉ+PÓS 
D14 0% (0/11) 0% (0/11) 10% (1/10) 

 
 

 

4. DISCUSSÃO 

 

O uso do PRP foi proposto como um tratamento alternativo por ser um produto, 

orgânico, atóxico, não imunorreativo, de fácil preparação e baixo custo. Ademais, é uma fonte 

autógena de fatores de crescimento que podem atuar na regulação do metabolismo celular e 

sobre a inflamação. O PRP foi administrado antes da IA com o intuito de promover a modulação 

da resposta inflamatória do ambiente uterino antes mesmo da interação do sêmen, visando 

diminuir a resposta antigênica ao sêmen. Além disso, a associação da infusão de PRP pré IA à 

infusão de PRP após a IA teve como objetivo tentar potencializar seus efeitos após o início da 

resposta inflamatória ocasionada pelo sêmen. 

O endométrio das fêmeas equinas e asininas podem apresentar pregas endometriais 

edemaciadas em função da fase do ciclo estral ou de algum processo inflamatório ocorrendo no 

útero, como a endometrite pós cobertura. O aumento dos níveis do hormônio estradiol (E2) 

durante a fase folicular e dos mediadores pró-inflamatórios durante a inflamação causam efeito 

vasodilatador e alteração da permeabilidade vascular no local, proporcionando extravasamento 

de exsudato para os espaços intersticiais (DAELS & HUGHES, 1993; LEMMA et al., 2006; 

SAMPER, 2010). Este extravasamento caracteriza a formação do edema, porém se produzido 

em excesso pode ultrapassar o limite do interstício e o exsudato pode acumular no lúmen uterino 

(COLLINS et al., 1999). 

A presença de edema discreto a moderado ou moderado a abundante antes e 6 horas 

após a IA, nos grupos com e sem tratamento, pode ser explicada pela ação do estrógeno 

circulante (E2) e em decorrência da reação inflamatória ao sêmen, respectivamente. 

Consequentemente, a redução do edema nos tempos 24 e 48 horas após a IA se deve ao controle 

da inflamação e ao decréscimo de E2 juntamente com a elevação da progesterona, devido ao 

início do diestro. Entretanto, não foram observados efeitos dos tratamentos com PRP no edema 

endometrial, corroborando com SEGABINAZZI et al. (2021), que ao testar infusões de PRP 
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antes (-48h e -24h) e após a IA (6 e 24h) com sêmen fresco em éguas suscetíveis à endometrite 

também não encontraram diferenças neste parâmetro após a IA do grupo tratado em relação ao 

controle.  

No momento do pico inflamatório, 6 horas após a IA (T6), foi observado aumento do 

acúmulo de líquido intrauterino em todos os grupos, no entanto, o grupo PRP PRÉ apresentou 

menor retenção de LIU do que o grupo não tratado (CT). Já o grupo PRP PRÉ+PÓS apresentou 

valores de LIU iguais ao grupo CT neste momento. Esses resultados sugerem que o tratamento 

com PRP antes da IA é capaz de modular o acúmulo de exsudato no lúmen uterino, o que não 

acontece quando este tratamento é realizado quatro horas pós IA. Nesse caso, parte do volume 

de PRP infundido pós IA, pode ainda estar presente no lúmen uterino no momento da avaliação 

T6. Apesar disto, todos os grupos apresentaram ausência de LIU entre 24 e 48 horas após a IA, 

demonstrando que mesmo havendo diferenças entre os grupos no momento do pico 

inflamatório, a retenção de LIU se resolveu em até 48 horas em todos os grupos. 

SEGABINAZZI et al. (2017), testando tratamento pré IA (24h antes) e pós IA (4h após a IA) 

em éguas suscetíveis à EPPC, e ANDINO et al. (2023) utilizando PRP infundido 4h após a IA 

em éguas saudáveis, também não observaram efeito dos tratamentos com PRP no acúmulo de 

LIU 24 horas após a IA com sêmen fresco. Em contrapartida, REGHINI et al. (2013), utilizando 

tratamento 4h após a IA, relataram que o mesmo foi eficaz na redução do acúmulo de LIU 24 

horas após a IA com sêmen fresco em éguas suscetíveis à EPPC. Da mesma forma, 

SEGABINAZZI et al. (2021), relatou redução do acúmulo de LIU 24 e 48 horas após a IA 

quando as éguas foram tratadas com PRP.  

Com o auxílio da ultrassonografia modo Doppler, foi possível detectar aumento da 

vascularização 6 horas após a IA na região do corno inseminado em todos os grupos avaliados 

e no corpo uterino nos grupos CT e PRP PRÉ, resultado esperado devido à vasodilatação 

causada pelo processo inflamatório no útero, porém não foram encontradas diferenças entre os 

tempos do grupo PRP PRÉ+PÓS. Apesar de não terem sido observadas diferenças quando os 

grupos foram comparados entre si, os grupos tratados apresentaram redução na vascularização 

do corno inseminado no T48 em relação ao momento do pico inflamatório (T6), enquanto que 

no grupo controle o valor obtido no T48 ainda era similar ao T6. Isto pode indicar um possível 

efeito do PRP na modulação da perfusão sanguínea durante o processo inflamatório, nesta 

região. Apesar dos espermatozoides serem capazes de percorrer toda a extensão do útero, 

chegando também ao corno não inseminado, a presença de destes e de PRP não afetaram 

significativamente a perfusão sanguínea do corno contralateral à ovulação.  
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Não foram observadas diferenças entre os grupos avaliados (CT, PRP PRÉ e PRP 

PRÉ+PÓS) quanto ao número total e no perfil individual de células inflamatórias (neutrófilos, 

eosinófilos, monócitos, linfócitos e basófilos). Estes resultados demonstram que os tratamentos 

com PRP, antes da IA ou antes e após a IA, não foram eficientes em reduzir a migração de 

células inflamatórias para o útero pós IA com sêmen asinino congelado. Apesar de não haver 

diferenças entre os grupos, foi observada uma tendência (0,05<p<0,1) do tratamento com duas 

infusões de PRP em apresentar um pico inflamatório menos intenso de neutrófilos em relação 

ao grupo controle. Em contraste, REGHINI et al. (2013), SEGABINAZZI et al. (2017), 

SEGABINAZZI et al. (2021) e ANDINO et al. (2023) observaram que o tratamento com PRP 

foi capaz de reduzir significativamente o número de PMN na citologia endometrial, 24 horas 

após a IA em éguas suscetíveis à endometrite. FARGHALI et al. (2022) demonstraram após 

infusões intrauterinas de PRP autólogo durante o diestro com intervalo de 7 dias, diminuição 

de PMNs e isolados bacterianos, diminuição gradual de líquido nos cornos uterinos e redução 

da espessura e perfusão vascular uterina, restaurando a aparência normal do endométrio de 

jumentas com endometrite bacteriana aguda. 

Todas as fêmeas incluídas no presente estudo apresentaram citologia endometrial 

negativa (<5% de células inflamatórias, seguindo a classificação de BROOK, 1993) no tempo 

controle (TP), previamente à inseminação e ao tratamento. Em todos os grupos, o número de 

células inflamatórias totais aumentou drasticamente no exame citológico 6 horas após a IA, 

indicando alcance do pico inflamatório neste momento, ocasionado pela presença do sêmen. 

Esta rápida resposta antigênica no trato reprodutor feminino, possivelmente resultou na 

liberação de prostaglandinas e citocinas pró-inflamatórias, que culminaram na ativação do 

endotélio vascular e quimiotaxia de células imunológicas (COLLINS et al., 1999; 

TROEDSSON et al., 2001; EISENBACH, 2003; KAPLANSKI et al., 2003; KATILA, 2012; 

CANISSO et al., 2020). No entanto, possivelmente ocorreu um equilíbrio entre mediadores pró 

e anti-inflamatórios nos tempos subsequentes, já que em todos os grupos, os níveis de células 

inflamatórias totais no T48 retornaram a valores encontrados no momento TP. Desta forma, na 

citologia, exame que avalia o perfil de celularidade superficial do endométrio, os valores de 

células inflamatórias totais e de neutrófilos alcançaram em 48 horas níveis similares ao 

momento pré IA e tratamento (TP), sugerindo resolução do processo inflamatório. Porém, deve-

se também considerar que as porcentagens avaliadas individualmente não retornaram aos 

valores considerados normais (<5%) no T48, demonstrando redução significativa da 

inflamação, mas sem resolução completa.  
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Ao avaliar separadamente o perfil de cada leucócito, observa-se que os neutrófilos 

foram as principais células encontradas durante a inflamação, correspondendo cerca de 91% a 

96% das células inflamatórias totais no T6. Embora não tenha sido observada diferenças entre 

os grupos, a porcentagem de neutrófilos no grupo CT alcançou valores similares ao TP no T24, 

já nos grupos tratados a porcentagem de neutrófilos só alcançou valores similares ao TP no 

T48, sugerindo que o PRP pode ocasionar uma quimiotaxia mais prolongada dessas células. 

O presente trabalho apresentou resultados similares aos encontrados na literatura quanto 

à  dinâmica inflamatória e perfil de células encontradas no ambiente uterino pós IA com sêmen 

congelado, sendo o pico inflamatório de PMNs atingido em 6 horas, com posterior redução 

entre 24 e 48 horas em jumentas (ROTA et al., 2008; MIRÓ et al., 2011; VILES et al., 2013a; 

VILES et al 2013b; COSTA et al., 2023), bem como em éguas (TROEDSSON, 1999; KATILA, 

2001; CARD, 2005; FIALA et al., 2007; MAISCHBERGER et al., 2008; KATILA, 2012). 

COSTA et al. (2023) também demonstraram, ao comparar a resposta inflamatória em jumentas, 

elevação acentuada de células inflamatórias 6 horas após a IA e redução nas horas seguintes, 

reestabelecimento da proporção de células endometriais e inflamatórias em até 48 horas 

comparado ao momento antes da IA.  

De forma bastante particular, a presença de eosinófilos pode ser considerada fisiológica 

para o endométrio saudável de jumentas durante o estro e apresentar elevação durante o 

processo inflamatório após a inseminação (MIRO et al., 2011; VILES et al., 2013a; VILES et 

al., 2013b; COSTA et al., 2023), enquanto que em éguas a presença de eosinófilos no útero está 

associada a reações anafiláticas, pneumovagina e infecção fúngica (SLUSHER et al., 1992; 

SNIDER et al., 2011; VILES et al., 2013a). Porém o significado da presença destas células 

permanece desconhecido e o seu papel na resposta inflamatória uterina em fêmeas asininas 

ainda precisa ser determinado. Apesar de não haver diferença significativa entre os grupos, 

foram observadas diferenças nas porcentagens desse PMN ao longo do tempo apenas nos 

grupos tratados, sugerindo um possível efeito do PRP na quimiotaxia de eosinófilos.  

No exame citológico, todos os grupos apresentaram aumento da porcentagem de 

monócitos entre 6 e 24 horas pós IA, apesar de não haver diferenças significativas entre os 

grupos. No controle esse aumento aconteceu somente 24 horas após a IA, já nos grupos com 

tratamento esse aumento foi observado precocemente no pico inflamatório (T6). COSTA et al. 

(2023), ao comparar a resposta inflamatória em jumentas e éguas, observaram maior contagem 

de monócitos 12 horas após a IA em jumentas e sugeriu possível hiperatividade do sistema 

imunológico das jumentas, pois os macrófagos podem contribuir para liberação de citocinas 

pró-inflamatórias e espécies reativas de oxigênio (CHEN et al., 2023).  
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Na avaliação histopatológica, que engloba avaliação de camadas mais profundas, 

observou-se a persistência da inflamação aguda no último tempo avaliado (T48) em todos os 

grupos, marcada pela presença acentuada de células PMNs, confirmando que não houve 

resolução completa do processo inflamatório em nenhum grupo avaliado. Pode-se inferir, 

portanto, que os tratamentos com PRP não foram eficientes em reduzir a quimiotaxia de 

neutrófilos e de eosinófilos nos estratos compacto e esponjoso do endométrio. Em contraste, 

SEGABINAZZI et al. (2021) relataram efeito do PRP na redução do número de neutrófilos em 

biópsias endometriais, 6 e 24 horas após IA, em éguas suscetíveis à endometrite persistente pós 

cobertura. No presente estudo, também não foram observadas diferenças entre os grupos 

avaliados quanto ao grau de fibrose, quantificação da área de colágeno e de infiltrado 

linfocitário, aspectos que caracterizam a inflamação crônica, demonstrando que em todos os 

grupos a inflamação se tratava de um processo agudo. 

A presença de eosinófilos no endométrio de jumentas foi considerada um achado normal 

por alguns autores, como mencionado anteriormente. Porém, sua presença acentuada observada 

48 horas após a IA nos EC e EE, tanto nos grupos tratados quanto no controle, é um dado 

intrigante. Entretanto, como não foram coletadas amostras de biópsia em outros momentos para 

demonstrar alterações ao longo do tempo, não é possível analisar se o T48 apresentou 

similaridade ao TP ou ao pico inflamatório para esse e demais PMNs, requerendo mais estudos 

acerca das mudanças histológicas pós IA em jumentas. COSTA et al. (2022) relataram escore 

de inflamação aguda (escala de 0 a 6) superior na espécie asinina (escore 3) 12 horas após IA 

com sêmen asinino congelado quando comparada com a espécie equina (escore 0), porém 48 

horas após a IA, ambas as espécies apresentaram escore 0. O presente estudo demonstrou que 

o PRP não influenciou na concentração de eosinófilos ao nível histológico, sugerindo que os 

tratamentos não foram capazes de modular a eosinofilia. Utilizando glicocorticoide, 

CHAPERO et al. (2023) relataram que uma dose única endovenosa de 50 mg de dexametasona 

no momento da IA em jumentas não diminuiu os PMN na histopatologia, mas diminuiu os 

eosinófilos, 24 horas após a inseminação com sêmen asinino congelado. 

Os eosinófilos apresentam grânulos que contêm uma variedade de proteínas pré-

formadas, como citocinas e proteínas principais básicas, incluindo proteína básica maior 

(MBP), proteína catiônica eosinofílica (ECP), peroxidase eosinofílica (EPO) e neurotoxina 

derivada de eosinófilos (EDN), que podem ser liberadas após estimulação e são capazes de 

destruir microrganismos e causar uma reação de hipersensibilidade, mas também podem induzir 

lesão e disfunção tecidual devido ao seu alto potencial citotóxico (MELO e WELLER et al., 

2010; GEERING et al., 2013; RAMIREZ et al., 2018; WESCHLER et al., 2021). De forma 
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geral, estes componentes podem causar poros seletivos de íons e insensíveis à voltagem nas 

membranas das células-alvo, possivelmente facilitando a entrada de outras moléculas 

citotóxicas, induzir a degranulação de mastócitos e basófilos, alterar as respostas de contração 

do músculo liso, catalisar reações para formação de espécies de oxigênio altamente reativas e 

metabólitos reativos de nitrogênio, promovendo incremento do estresse oxidativo e subsequente 

morte celular por apoptose e necrose, além de além de estimular a secreção de 

glicosaminoglicanos por fibroblastos (ROTHENBERG e HOGAN, 2006). Com isso, a 

produção de proteínas granulares de forma excessiva, prolongada ou inadequada está envolvida 

no desencadeamento de doenças humanas (ROTHENBERG e HOGAN, 2006; RAMIREZ et 

al., 2018; WESCHLER et al., 2021). Desta forma, a reação eosinofílica pode contribuir para o 

ambiente uterino inadequado, o que poderia contribuir para a baixa fertilidade das jumentas 

com sêmen congelado. 

O desenvolvimento destas células, bem como a sobrevivência e persistência nos tecidos 

e sangue são mediados por citocinas. MIRÓ et al. (2020) avaliaram a expressão de IL-33 em 

amostras de biópsias uterinas de jumentas e sugeriram que esta citocina pode mediar a 

infiltração eosinófilos após IA e observaram uma relação direta entre a infiltração de eosinófilos 

nos tecidos e a expressão desta citocina. Apesar do presente estudo não abranger avaliação e 

regulação sobre citocinas, estas podem ser peças chave na modulação do processo inflamatório. 

Assim, pesquisas envolvendo o papel de citocinas podem fornecer novos alvos terapêuticos 

para controle da inflamação uterina em jumentas. SOKKAR et al. (2001) já havia relatado a 

presença de eosinófilos no endométrio de jumentas com alterações degenerativas crônicas. 

PAPAS et al. (2017) examinaram jumentas com problemas de fertilidade por biópsias 

endometriais e compararam com biópsias de jumentas saudáveis durante o estro e 6 horas após 

a IA. Foi observado maior infiltrado neutrofílico nas biópsias com endométrio altamente 

degenerativo (19-26%) em comparação com fêmeas saudáveis (1,53%) durante o estro, mas 

menor do que em fêmeas com endometrite aguda pós-inseminação (87,74%). Além disso, 

jumentas que já apresentavam endometrose leve ou moderada apresentaram maior quantidade 

de eosinófilos em comparação a jumentas com endométrio saudável. 

Quanto à fertilidade, apesar do grupo PRP PRÉ+PÓS apresentarem taxa de 10% (1/10), 

enquanto os grupos CT e PRP PRÉ resultaram em 0% (0/11), não houve diferença estatística 

entre os grupos. Desta forma, ambos os tratamentos testados com PRP não apresentaram efeito 

sobre a fertilidade das jumentas. FANTINI et al. (2021) obtiveram sucesso no tratamento de 

duas jumentas diagnosticadas com endometrite crônica e inférteis, empregando uma infusão 

intrauterina de 20 mL de PRP, o que resultou em diagnósticos positivos de gestação no ciclo 
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estral subsequente dessas fêmeas. Em éguas, METCALF (2014) observou aumento das taxas 

de prenhez em éguas suscetíveis à EPPC tratadas com PRP no momento da indução da ovulação 

em comparação a éguas não tratadas (67% versus 19%, respectivamente). Ao testar dois 

tratamentos com PRP, 24h antes da IA e 4h após a IA, SEGABINAZZI et al. (2017) 

demonstraram que as taxas não diferiram entre os grupos após a IA com sêmen fresco, porém 

quando o tratamento foi considerado uma variável dependente, foi observada maior taxa (64%) 

em ciclos tratados com PRP, em comparação aos ciclos controle (31%). Ainda não estão 

totalmente esclarecidos os mecanismos de ação do PRP no útero e como o mesmo melhora a 

receptividade endometrial em éguas, porém alguns autores sugeriram efeito imunomodulador 

do PRP através da inibição da translocação do fator nuclear kappa B (NF-kB), fator que ativa 

genes codificadores de citocinas pró-inflamatórias, incluindo quimiocinas e ciclooxigenase-2 

(COX-2) (GIRLING et al., 2007; BENDINELLI et al., 2010; VAN BUUL et al., 2011). Foi 

relatado menor expressão das citocinas IL-1β, IL-6, e IL-8 (METCLAF et al., 2012; 

SEGABINAZZI et al., 2021), iNOS (óxido nítrico-sintase induzida) (METCLAF et al., 2012) 

e COX-2 (SEGABINAZZI et al., 2017) em éguas suscetíveis tratadas com PRP do que éguas 

não tratadas. Em mulheres, o PRP pode aumentar a migração e a proliferação de células do 

endométrio, promover neoangiogênese em pacientes inférteis e regular positivamente genes 

envolvidos na implantação (MARINI et al., 2016; TANDULWADKAR et al., 2017; 

AGHAJANOVA et al., 2018).  

As taxas nulas de fertilidade obtidas no presente trabalho corroboram com dados da 

literatura, conforme relatado por OLIVEIRA et al. (2006), ao testarem diferentes crioprotetores, 

e TRIMECHE et al. (1998), ao utilizarem o glicerol como crioprotetor. VIDAMENT et al. 

(2009) relataram 11% de taxa de fertilidade de jumentas ao utilizar o sêmen asinino 

criopreservado, enquanto a IA com sêmen refrigerado resultou em 45% de diagnósticos 

positivos. Porém, alguns estudos apresentaram taxa de fertilidade superior a obtida pelo 

presente trabalho, como descrito por OLIVEIRA et al. (2016), que alcançaram 28,26% de 

fertilidade quando a IA foi realizada 24 horas após a indução da ovulação e repetida a cada 8 

horas até a detecção da ovulação no ápice do corno uterino. ROTA et al. (2012) testaram sêmen 

de jumento criopreservado em INRA-96 e relataram taxa de 20% utilizando glicerol como 

crioprotetor. Neste estudo, após o descongelamento foi realizada rediluição do sêmen com 

plasma seminal ou INRA-96, e foram observadas taxas de 61,5% e 23,1%, respectivamente. O 

etilenoglicol também foi testado como crioprotetor associado a rediluição com INRA-96 e a 

taxa relatada neste caso foi de 25%. Porém, todas as jumentas do estudo foram inseminadas até 

duas vezes após a indução e o protocolo foi associado a duas lavagens uterinas pós IA (6 e 10h).  
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O presente estudo utilizou dose inseminante de 1×109 espermatozoides totais depositada 

no ápice do corno uterino ipsilateral à ovulação. Esta metodologia foi baseada em resultados 

mais satisfatórios encontrados por OLIVEIRA et al. (2016). Estes autores relataram que o 

aumento no número de espermatozoides por dose de inseminação com sêmen asinino fresco 

melhorou as taxas de fertilidade em jumentas ao demonstrar que as taxas de prenhez foram 

maiores em fêmeas equinas (93%) em comparação com asininas (40%) quando utilizado 

500×106 espermatozoides viáveis, porém ao aumentar o número de espermatozoides da dose 

inseminante das jumentas para 1×109 espermatozoides viáveis, nenhuma diferença significativa 

foi observada (73%). Além disso, utilizando sêmen asinino congelado, o mesmo estudo 

comparou o efeito do local da inseminação em jumentas inseminadas 24 horas após a indução 

da ovulação e a cada 8 horas até a ovulação (dose de 1×109 espermatozoides viáveis) e 

demonstraram maior taxa de fertilidade quando o sêmen foi depositado no ápice do corno 

uterino (28,26%) em relação a deposição no corpo uterino (0%).  

A concentração de progesterona aumenta rapidamente após a ovulação, atingindo o pico 

entre 7 a 10 dias como demonstrado por SEGABIZAZZI et al. (2022) em fêmeas asininas 

cíclicas e gestantes, porém o processo inflamatório pode induzir a produção de PGF2α, o que 

pode acarretar em luteólise prematura e afetar as concentrações de progesterona 

(TROEDSSON, 1999; CANISSO et al., 2020). No presente estudo, as médias das 

concentrações séricas de P4 apresentaram valores similares entre os grupos, indicando que os 

tratamentos realizados não interferiram neste parâmetro. Os resultados encontrados são 

compatíveis para a manutenção da gestação (2,5 ng/ml) e superiores ao relatado por 

FARGHALI et al. (2022) (3,84 a 4,65 ng/mL) em jumentas com endometrite aguda e bacteriana 

avaliadas durante o diestro. No entanto, os resultados são inferiores aos observados por DIAZ 

DURAN et al. (2017) e PANZANI et al. (2018) que relataram valores próximos ou superiores 

a 20 ng/mL em jumentas no 5 dias após a ovulação. 

Apesar de alguns estudos demonstraram efeito benéfico do PRP na modulação da reação 

inflamatória após a IA em éguas, mediante redução do líquido, da contagem de células 

inflamatórias e do aumento das taxas de fertilidade, no presente estudo este mesmo efeito não 

foi observado em jumentas. O tratamento único de PRP pré IA apresentou efeito no acúmulo 

de líquido intrauterino durante o pico inflamatório, não foi observado efeito para as demais 

variáveis e nos outros tempos avaliados.  As particularidades do aparelho genital da jumenta, 

associadas a uma reação inflamatória mais exacerbada e presença abundante de infiltrado 

neutrofílico e eosinofílico, podem explicar o insucesso na utilização do PRP para mitigação dos 

parâmetros estudados. As fêmeas asininas apresentam maior inclinação do vestíbulo vaginal, 
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vulva abaixo do assoalho pélvico, cérvix relativamente mais longa e tortuosa e menor drenagem 

uterina do que as éguas, características estas que podem facilitar a persistência da endometrite 

(VENDRAMINI et al., 1998; SOKKAR et al., 2001; RENNER-MARTIN et al., 2009; 

CANISSO et al., 2019). Assim, um maior conhecendo da fisiologia e mecanismos de limpeza 

uterina e resposta inflamatória poderiam auxiliar no desenvolvimento de melhores protocolos 

de tratamentos para seu controle, o que poderia beneficiar as taxas de fertilidade nesta espécie. 

Mais estudos quanto à resposta humoral, participação de citocinas pró e anti-

inflamatórias e estudos mais prolongados são necessários para identificar a qualidade do 

ambiente uterino até o momento da descida do embrião. Além disso, a existência de diversos 

protocolos para obtenção do PRP em diferentes espécies gera diferentes resultados e dificulta a 

padronização e a comparação entre os trabalhos. Para asininos, observa-se ainda uma 

necessidade de estudos referentes a protocolos de preparo de PRP específico.  

 

5. CONCLUSÕES 

Conclui-se que os tratamentos testados com PRP (pré e pré e pós IA) não foram capazes 

de modular a inflamação uterina pós IA com sêmen asinino congelado em jumentas, pois não 

afetaram significativamente o influxo de células inflamatórias para o lúmen (tanto ao nível 

citológico como histológico), a presença de edema endometrial e a perfusão sanguínea no útero. 

Além disso, os tratamentos não foram eficientes em elevar a taxa de fertilidade, apresentando 

em todos os grupos resultados insatisfatórios.  

Reforça-se mais uma vez a dificuldade em mitigar a resposta inflamatória uterina após 

IA com sêmen asinino congelado em jumentas e a necessidade de encontrar alternativas para 

seu controle, com o objetivo de viabilizar o uso desta biotecnologia nesta espécie. Assim mais 

estudos quanto a outras doses, volumes e métodos de preparo do PRP, além da associação a 

outras terapias, são desejáveis para uma melhor inferência quanto a eficácia desta terapia na 

resposta inflamatória uterina de em fêmeas asininas.  
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